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1 Einleitung 
Durch die Entwicklung der modernen Genom- und Proteomforschung wie auch der 
Bioinformatik steigt die Anzahl der rekombinant produzierten Proteine für pharmazeutische 
oder technische Anwendungen exponentiell an [1]. Für die Produktion dieser Proteine werden 
unterschiedliche Wirtssysteme wie Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia 
pastoris, Nicotiana tabacum sowie verschiedene Insekten-, Pflanzen- oder Säugerzelllinien 
verwendet [2-8]. Hochdurchsatzscreeningverfahren werden für die schnelle Identifizierung 
und Charakterisierung der rekombinant exprimierten Proteine für potentielle industrielle, 
diagnostische oder therapeutische Anwendungen eingesetzt [9]. Da Proteine im Allgemeinen 
jedoch eine hohe chemische und strukturelle Variabilität aufweisen, [10] nimmt der Aufwand 
der für die Screeningverfahren wie auch für die späteren Anwendungen notwendigen 
Reinigung mit der Anzahl der verschiedenen Proteine zu. Um diesen Aufwand zu minimieren 
und standardisierte Verfahren und Methoden nutzen zu können, werden Affinitätstags, kurze 
Peptidsequenzen die N- oder C-terminal and das Zielprotein fusioniert sind, zur 
Proteindetektion und -reinigung eingesetzt. Derzeit existiert eine Vielzahl kommerzieller wie 
auch nicht kommerzieller Affinitätstag, die sich grundsätzlich in drei Gruppen einteilen lassen 
[11]: Tags, die an niedermolekulare Nicht-Protein Liganden binden, wie der Polyhistidin-Tag 
(His-Tag) [12], Strep-Tag [13] oder der „Glutathion S-transferase (GST)“- Tag [14], Tags, 
die spezifisch an Proteinliganden binden wie etwa Protein A [15] oder das „calmodulin 
binding peptide“ [16] und schließlich Epitoptags, die spezifisch an monoklonale Antikörper 
binden wie der FLAG-Tag [17], C-myc-Tag [18] oder der in dieser Arbeit verwendete Tag54.  
Die Auswahl eines bestimmten Affinitätstags wird primär durch die spätere Anwendung des 
rekombinanten Proteins sowie durch das Protein selbst bestimmt, wobei folgende Punkte zu 
beachten sind: Steht der Nachweis oder die Reinigung des Proteins im Fokus, muss der 
Affinitätstag für die spätere Anwendung entfernt werden, übt der Tag einen Einfluss auf die 
Faltung und somit auf die Funktionalität und Löslichkeit des Fusionspartners aus, ist der Tag 
unter nativen Bedingungen zugänglich und ist eine N-oder C-terminale Fusion des Tags an 
das Zielprotein vorteilhafter? Hinsichtlich der Tertierstruktur üben kurze Peptidtags (< 2kDa) 
wie der His-Tag, Flag-Tag oder der Tag54 einen geringeren Einfluss auf das Fusionsprotein 
aus als große Proteintags wie GST (26 kDa) oder das „maltose binding protein“ (MBP, 
40 kDa), eine enzymatische Abspaltung der Tags nach der Reinigung ist daher nicht 
zwingend erforderlich. In einigen Fällen kann der Einfluss des Tags auf die Faltung des 
Zielproteins jedoch erwünscht sein, z.B. werden MBP-Fusionen genutzt, um die Löslichkeit 
Einleitung 
 
- 2 - 
des Fusionspartners zu erhöhen [19, 20]. Steht die Detektion des rekombinanten Proteins im 
Fokus, werden vornehmlich Epitoptags eingesetzt. Der C-myc-Tag beispielsweise wird 
erfolgreich für Immunoblot, Immunopräzipitation oder Durchflußzytometrie verwendet [14] 
und ermöglicht den Nachweis rekombinant in Bakterien, Hefen sowie Insekten- und 
Säugerzelllinien exprimierter Proteine mit hoher Sensitivität und Spezifität [21-25].  
Die Wahl eines Tags, der hauptsächlich zur Reinigung dienen soll, ist hingegen nicht so leicht 
zu treffen, da neben den Faktoren, die die Funktionalität des Proteins betreffen auch die 
anfallenden Kosten des Sorbens und des Elutionsmittels, die Skalierbarkeit des Prozesses wie 
auch die gewünschte oder notwendige Reinheit des rekombinanten Porteins berücksichtigt 
werden müssen. Der dazu am häufigsten genutzte Affinitätstag ist der His-Tag. Die Reinigung 
beruht auf der Affinität des His-Tags gegenüber zweiwertigen Kationen wie Ni2+, Cu2+ oder 
Co2+, die auf einem entsprechenden Sorbens immobilisiert sind [26]. Mittels „immobilised 
metal affinity chromatography“ (IMAC) können die N- oder C-terminal getaggten Proteine 
unter nativen wie auch denaturierenden Bedingungen gereinigt werden, wobei Ausbeuten und 
Reinheiten von >90 % erreicht werden können [1, 27]. Da die Bindung der Proteine an das 
IMAC Sorbens hauptsächlich durch die Anzahl der freien Histidine bestimmt ist [28], werden 
ebenfalls Wirtszellproteine angereichert, die über eine entsprechende Anzahl zugänglicher 
Histidine verfügen [29] und somit zu einer Kontamination des Zielproteins führen [11]. Über 
die Wahl geeigneter Wasch- und Elutionsbedingungen können diese Kontaminationen 
teilweise entfernt werden, was jedoch für jedes zu reinigende Protein die Entwicklung eines 
angepassten Prozesses erfordert. Primärantikörper für den spezifischen Nachweis von His-
Tag Fusionsproteinen sind kommerziell verfügbar, allerdings reagieren diese Antikörper 
ebenfalls mit histidinreichen Proteinen, wodurch es häufig zu Kreuzkontaminationen kommt 
[30]. Die Verwendung von Immunoaffinitätschromatographie (IAC) Systemen, die auf der 
spezifischen Affinität von Antipeptid-Antikörpern beruhen, stellen leistungsfähige 
Alternativen dar. Der bekannteste und erfolgreichste kommerzielle IAC Tag ist das Flag 
Epitop in Kombination mit dem immobilisierten anti-Flag M2 Antikörper [31]. Die Elution 
der mit dem Flag-Tag fusionierten Proteine wird durch Kompetition mit dem Flag-Peptid 
erreicht. Das Sorbens muss allerdings nach der Reinigung unter harschen Bedingungen 
regeneriert werden, wodurch sich die Lebensdauer und Kapazität des Sorbens durch teilweise 
Denaturierung des immobilisierten Antikörpers reduziert [32]. Alternativ kann das Protein 
abhängig von seiner Stabilität auch bei pH 2,5 eluiert werden, was jedoch ebenso zu einer 
Reduzierung der Lebensdauer der Matrix führt. Neben dem Flag System sind weitere IAC 
Systeme beschrieben, die jedoch den gleichen Limitierungen unterworfen sind [33-35]. Der 
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größte Vorteil der IAC Systeme, die hohe Spezifität und Affinität des Peptidantigens 
gegenüber dem korrespondierenden Antikörper, ist zugleich auch die größte Schwäche. Durch 
die starken Antikörper/Antigen-Wechselwirkungen ist der Einsatz harscher Elutions- bzw. 
Regenarationsbedingungen unumgänglich, wodurch sowohl die Stabilität und Integrität des 
Zielproteins wie auch des Immunosorbens beeinträchtigt werden kann. Weitere Limitierungen 
für den breiteren Einsatz von IAC-Systemen sind zum einen der durch die Produktion und 
Reinigung des benötigten Antikörperliganden verursachte hohe Preis und die generell geringe 
Kapazität der Sorbenzien [11].  
 
Die Entwicklung eines IAC Systems, bei dem das gebundene Protein unter milden 
Bedingungen eluiert werden kann, das Immunosorbens stabil gegenüber den 
Regenerationsbedingungen ist und zu konkurrenzfähigen Preisen bereitgestellt werden kann, 
wäre somit erstrebenswert und ist das Ziel der vorliegenden Arbeit. Die Grundlagen dazu 
stellt der monoklonale Antikörper 54 (mAk54) dar, der mittels Hybridomatechnolgie [36, 37] 
generiert wurde und gegen ein Epitop der 54K Replikase des Tabakmosaikvirus gerichtet ist. 
Mittels Peptidedisplay wurde das Epitop (Tag54) auf die Aminosäureabfolge 
KHIKDWEHLEEF bestimmt [38], wobei die zentralen sechs Aminosäuren (KDWEHL) die 
kleinste noch nachweisbare Form des Tag54 und somit das „Kernepitop“ darstellen. Das 
Enzym Chloramphenicol-acetyltransferase wurde mit der Tag54 Sequenz fusioniert und in 
N. tabacum rekombinant exprimiert. Der spezifische Nachweis wie auch die Reinigung 
mittels IAC konnten erfolgreich durchgeführt werden, wobei Ausbeuten und Reinheiten von 
bis zu 100 % erzielt wurden [39, 40]. Die Nachweisgrenzen im Immunoblot lagen bei < 1 ng 
unter reduzierenden wie auch nicht reduzierenden Bedingungen, unspezifische Reaktionen 
mit Tabakwirtszellproteinen konnten nicht festgestellt werden. Unter nativen Bedingungen im 
ELISA konnten noch 12 ng/ml des Fusionsproteins nachgewiesen werden. Nach der 
Reinigung wurde der Anteil an nativ eluiertem Enzym mittels ELISA auf nur 11 % der 
Ausgangsmenge bestimmt. Dieser drastische Verlust der Aktivität ist auf die 
Elutionsbedingungen zurückzuführen, da für die Ablösung des Fusionsproteins vom 
Immunosorbens die Absenkung des pH-Wertes auf pH 2,5 notwendig war. Der Versuch die 
Elution bei pH 3,0 bzw. bei pH 4,0 und 1-4 M NaCl oder LiCl durchzuführen war dabei nicht 
erfolgreich, weder natives noch denaturiertes Protein konnte unter diesen Bedingungen eluiert 
werden. Trotz des überwiegenden Anteils an denaturiertem Enzym nach der Elution besitzt 
das Tag54 System durch die hohe Spezifität der mAk54/Tag-54 Interaktion ein ausbaufähiges 
Potential, wenn es gelingt den Anteil an nativem Protein nach der Elution signifikant zu 
steigern. 
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1.1 Problemstellung und Zielsetzung 
Um aus dem Tag54/mAk54 ein leistungs- und konkurrenzfähiges IAC System zu machen, 
müssen zunächst die Hauptkomponenten des Systems, der monoklonale Antikörper 54k sowie 
der Epitop Tag54 genauer untersucht, vorhandene Schwachstellen identifiziert und 
entsprechend behoben werden. Die hauptsächlichen Gründe, die gegen den Einsatz von IAC 
Systemen zur Reinigung rekombinanter Proteine sprechen, sind der hohe Preis des 
Immunosorbens sowie die harschen Elutionsbedingungen, die zu einer teilweisen bis 
vollständigen Denaturierung des Zielproteins wie auch des immobilisierten Antikörpers 
führen können. Der Preis des Sorbens setzt sich primär aus den Produktions- und 
Reinigungskosten des Antikörpers zusammen und wird zudem durch weitere Faktoren wie die 
Stabilität des Antikörpers, die Effizienz der Kopplungsmethode sowie der Anteil an 
funktional immobilisierten Antikörper beeinflusst. Um die Bereitstellungskosten des mAk54 
auf ein niedriges Niveau zu bringen, werden zunächst verschiedene Strategien verglichen, die 
auf einen möglichst geringen Aufwand bei Produktion wie auch der anschließenden 
Proteinreinigung abzielen. Im Rahmen der Kostenverteilung zwischen „upstream“ und 
„downstream processing“ können, abhängig von den Produktionsparametern, 50 - 80 % der 
Gesamtkosten auf das „donwstream processing“ entfallen [41, 42]. Der „upstream“ Bereich 
umfasst dabei alle Arbeiten, die die Handhabung der Zellen sowie die Fermentation und 
Expression des Antikörpers beinhalten, wohingegen das „downstream processing“ die Ernte 
der Zellen, die Abtrennung der Zellbestandteile und die Reinigung des Antikörpers betreffen. 
Innerhalb des „upstream“ Bereiches liegt das größte Optimierungspotential in der Erhöhung 
der spezifischen Produktkonzentration, was zum Einen durch die Selektion 
hochproduzierender Zelllinien, zum Anderen durch die Steigerung der Raum-Zeit Ausbeute  
mittels Anpassung der Kultivierungsparameter wie Inkubationsdauer, Zelldichte oder durch 
die Verwendung spezieller Reaktoren erreicht werden kann [42]. Weitere Verbesserungen 
können durch den Einsatz von synthetischen statt Serum-supplementierten Zellkulturmedien 
erzielt werden, da hier die Menge an unerwünschten Proteinen im Medienüberstand 
vergleichsweise niedrig ist, wodurch die anschließende Reinigung vereinfacht wird. Darüber 
hinaus kann der Einsatz von Einweg-Bioreaktoren im Vergleich zu konventionellen Systemen 
eine Kosteneinsparung bewirken, da hier der Aufwand der Vor- und Nachbreitung des 
Systems sowie die Anschaffung und Wartung von Fermentationseinheiten entfällt [41].  
Innerhalb des „downstream“ Bereiches gibt es zwei generelle Optimierungsansätze: Die 
Reduzierung der Prozessschritte auf ein notwendiges Minimum sowie die Verminderung von 
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Ausbeuteverlusten innerhalb dieser Schritte. Beide Ansätze können durch die Vereinfachung 
von Prozess- und Arbeitsschritten, durch die Zusammenführung und Automatisierung 
einzelner Vorgänge und durch den Einsatz moderner, spezifischer und kostengünstiger 
Sorbenzien zur Reinigung des Zielproteins erreicht werden [42]. Zur Reinigung monoklonaler 
Antikörper sind viele unterschiedliche Protokolle und Methoden verfügbar [43-47], wobei die 
Reinigung via Protein A die gebräuchlichste und am weitest verbreitete ist. Protein A weist 
jedoch nur eine geringe Affinität gegenüber murinen IgG auf [48] und ist zudem ein großer 
Kostenfaktor bei der Aufarbeitung. Neben weiteren, natürlicherweise vorkommenden 
Antikörperbindeproteinen [49], existieren mehrere synthetische Liganden zur Bindung von 
Immunoglobulinen, die sich durch einen niedrigen Preis, gute Affinitäten und hohe 
Stabilitäten auszeichnen [46]. Daher ist die Entwicklung und Implementierung eines 
Prozesses, der auf einer Verwendung eines synthetischen Liganden zur Reinigung des mAk54 
aufbaut, ein wichtiger Punkt, der zur Reduzierung der Bereitstellungskosten des mAk54 
beiträgt. Neben den hohen Kosten des Immunosorbens stellen die harschen 
Elutionsbedingungen den zweiten Grund dar, der gegen die Verwendung von IAC Systemen 
zur Reinigung rekombinanter Proteine spricht. Die Notwendigkeit, Elutionspuffer mit 
extremen pH-Werten oder hohen Konzentrationen chaotropher Salze zu verwenden beruht auf 
der starken Affinität zwischen dem Epitoptag und dem Antikörperliganden, die nur unter 
diesen Bedingungen gelöst werden kann. Unter der Annahme, dass eine Reduzierung dieser 
Affinität auch den Einsatz weniger harscher Elutionsbedingungen möglich macht, stehen 
verschiedene Optionen dieses Ziel zu erreichen zur Verfügung: Zum Einen kann durch 
gerichtete oder ungerichtete Mutation des Antikörpers eine Variante generiert werden, die 
eine geringere Affinität hinsichtlich des Antigens aufweist, zum Anderen kann durch 
wissensbasierte Modifikationen des Epitoptags eine Tagvariante entwickelt werden, deren 
Bindung zum Antikörper unter milderen Bedingungen gelöst werden kann. Der zweite Ansatz 
bietet den Vorteil, dass mittels Hochdurchsatzscreening-Verfahren eine Vielzahl 
unterschiedlicher Kombinationen von Tagvarianten und Elutionsbedingungen in kurzer Zeit 
untersucht werden können. Zudem hat sich der mAk54 in den bisher durchgeführten 
Experimenten als extrem widerstandsfähig gegenüber thermischen wie auch chemischen 
Einflüssen herausgestellt und weist eine hohe Spezifität gegenüber dem Tag54 auf. Diese 
positiven Eigenschaften könnten bei einer Mutation des Antikörpers teilweise verloren gehen 
oder beeinträchtigt werden, während der Antikörper bei der Modifikation der Tag54 Sequenz 
in seinem ursprünglichen Zustand verbleibt. Daher wurde in dieser Arbeit ausschließlich der 
zweite Ansatz verfolgt.  
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Die Ziele dieser Arbeit sind die Entwicklung, Charakterisierung und Herstellung eines 
effizienten IAC Systems zur Reinigung rekombinanter Proteine basierend auf den 
spezifischen Wechselwirkungen zwischen mAk54 und Tag54. Die zur Erreichung dieser Ziele 
durchgeführten Experimente wurden in vier Gruppen eingeteilt (siehe auch Abbildung 1):  
 
1. Produktion und Reinigung des mAk54:  
Die Bereitstellung ausreichender Mengen mAk54 ist ein zentraler Teil dieser Arbeit, 
da der finanzielle Aufwand für die Herstellung des mAk54-Immunosorbens primär 
von der Effizienz des Produktions- und Reinigunsgprozesses des mAk54 abhängig ist. 
Dazu wurde die mAk54 sezernierende Hybridomazelllinie auf verschiedene 
vollsynthetische Medien adaptiert und hinsichtlich der mAk54 Akkumulationslevel 
überprüft. Nach erfolgreicher Adaption wurden zwei Einwegbioreaktoren hinsichtlich 
Handhabung, Wiederverwendbarkeit und Produktivität hinsichtlich der mAk54 
Expression verglichen. Im Anschluss erfolgte der Vergleich mehrerer Sorbenzien zur 
Reinigung des mAk54 und die Entwicklung eines effizienten Reinigungsprozesses.  
 
2. Optimierung des Epitoptags:  
Um eine Tag54 Variante zu generieren, die die Elution von Tag54-Fusionsproteinen 
unter nativen Bedingungen ermöglicht, wurde die Tag54-Sequenz mittels Alaninscan 
untersucht um die für die Bindung zwischen Tag54 und mAk54 essentiellen 
Aminosäuren zu identifizieren. Darauf aufbauend wurden verschiedene rational 
designte Tag54 Varianten hergestellt und analysiert. Mittels eines 
Oberflächenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR) basierten Hochdurchsatzpuffer-
screening Verfahren wurde eine Vielzahl verschiedener Elutionsbedingungen in 
Kombination mit ausgewählten Tag54-Varianten untersucht, die später eine effiziente 
Elution der Fusionsproteine vom mAk54-Immunosorbens bei Erhalt der Funktionalität 
ermöglichen sollen.  
 
3. Immobilisierung des mAk54:  
Neben den Produktionskosten für den Antikörperliganden wird der Preis eines 
Immunosorbens auch durch die Effizienz der Immobilisierungsmethode bestimmt. 
Daher sollten verschiedene Methoden zur Immobilisierung des mAk54 verglichen 
sowie die Bestimmung der optimalen Kopplungsparameter hinsichtlich 
Ligandendichte, Kapazität und Funktionalität durchgeführt werden.  
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4. Proteinreinigung:  
Im finalen Bearbeitungspunkt wurden die zuvor gesammelten Erkenntnisse 
zusammengeführt und angepasst. Durch die Reinigung der drei Modellproteine 
tdTomato-Tag54, Protein L und des scFvLR3cp-1 sollte die Nutzbarkeit des Tag54 
Systems zur Reinigung und Detektion rekombinanter Proteine bewiesen werden. 
Darüber hinaus wurde am Beispiel des scFvLR3cp-1untersucht, ob die Tag54 Sequenz 
auch als Linker in scFv-Antikörpern genutzt werden kann. Alle Proteine wurden 
mittels mAk54 IAC gereinigt, wobei die Funktionalität vor und nach der Reinigung 
bestimmt wurden.  
 
Ziel: 
Reduzierung der mAk54 
Bereitstellungskosten
• Adaption auf synthetisches 
Medium
• Vergleich unterschiedlicher 
Kultivierungssysteme 
• Optimierung der 
Antikörperreinigung
Ziel:
Elution bei Erhaltung der Funktionalität 
von Antikörper und Zielprotein
• Alaninscan: Bestimmung der 
Epitopsequenz
• Peptidescan:                 
Modifikation der Tag-Sequenz
• Testen verschiedener 
Elutionsbedingungen
Ziel:
Kopplung bei maximaler Funktionalität 
in Relation zum Aufwand
• Vergleich verschiedener 
Kopplungsmethoden
• Bestimmung der optimalen 
Kopplungsparameter
• Generierung des mAk54 
Immunosorbens
Ziel:
Hochreine Elution der rek. Proteine bei 
Erhalt der Funktionalität 
• Nutzung des Tag54 als Linker in 
scFv Antikörpern
• Reinigung verschiedener 
Modellproteine
• Optimierung der 
Reinigungsparameter
Produktion und Reinigung des 
mAk54
ProteinreinigungImmobilisierung des mAk54
Optimierung des Epitoptags
 
Abbildung 1: Übersicht über den experimentellen Ablauf der Arbeit 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmittel und Reaktionskits 
Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von den nachfolgenden 
Firmen bezogen. Alle Chemikalien und Reagenzien besaßen mindestens den Reinheitsgrad 
pro analysis:  
 
Bender & Hobein (Bruchsal), BioRad (München), Biozym (Oldendorf), Carl-Roth 
(Karlsruhe), Corning (Kaiserslautern), Eppendorf (Hamburg), GE Healthcare (Freiburg), 
Gibco BRL (Gaithersburg, USA), Greiner Bio-One (Frickenhausen), ICN (Eschwege), Fluka 
(Neu-Ulm), Invitrogen (Karlsruhe), Jackson ImmunoResearch (West Grove, USA) Millipore 
(Schwalbach), MWG Biotech (Ebersberg), New England Biolabs - NEB (Schwalbach), Nunc 
(Wiesbaden), Pall Corporation (New York, USA), Pan-Biotech (Aidenbach), Schleicher & 
Schuell (Dassel), Pierce (Bonn), Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics 
(Mannheim), Schott (Mainz), Serva (Heidelberg), Sigma Aldrich (München), Spectrum 
Laboratories (Breda, Niederlande), VWR (Darmstadt). 
 
2.1.2 Reaktionskits, Enzyme und Antibiotika  
Zur Extraktion und Reinigung von Plasmid DNA sowie zur Aufbereitung von PCR-
Amplifikaten wurden die nachfolgenden Reaktionskits genutzt: Nucleo Spin Plasmid, Nucleo 
Spin Extract II (Macherey & Nagel) sowie QIAquick Gel Extraktion Kit und QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen). 
Alle zur Restriktion und Ligation benötigten Enzyme und Pufferlösungen stammen von New 
England Biolabs und wurden nach Herstellerangaben verwendet.  
Für die Kultivierung transgener Bakterien wurde Ampicillin in einer Arbeitskonzentration 
von 100 μg/ml eingesetzt.  
Die Subklonierung von PCR Fragmenten erfolgte mit Hilfe des CloneJETTM PCR Cloning Kit 
(Fermentas). 
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2.1.3 Puffer, Medien und Lösungen 
Alle Standardlösungen, -puffer und -medien wurden nach Sambrook und Russel [15] 
hergestellt. Spezielle Lösungen oder Puffer sind am Ende der jeweiligen Methode aufgeführt. 
Alle Kulturmedien wurden durch Autoklavieren (20 min, 121°C, 2 bar) oder Filtration 
(Ausschlussgröße 0,22 µm) sterilisiert. Thermolabile Lösungskomponenten wurden 
sterilfiltriert und den Medien nach Abkühlung auf 50°C zugesetzt. 
2.1.4 Geräte, Apparaturen und Zubehör 
Gerät Hersteller 
Accu-Chek Glukosemessgerät Roche 
 
ÄktaExplorer 10 
 
GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
ÄktaPrime GE Healthcare 
ABI Prism 3700 DNA Analyzer Applied Biosystems, Darmstadt 
BIAcore T100 BIAcore AB, Uppsala, Schweden 
Bio Photometer Eppendorf, Hamburg 
CASY Cell Counter Roche 
ELISA-Lesegerät Synergy HT Bio-Tek, Bad Friedrichshall 
ELISA Platten Waschgerät ELx405 Bio-Tek 
Magnetrührer IKA® RCT-Basic IKA-Werke, Staufen 
Membran-Vakuumpumpe Vacuubrand, Wertheim 
Mini-Protean 3 Cell und Trans-Blot SD BioRad, München 
Mini-Sub® Cell GT und Wide Mini-Sub® Cell GT BioRad 
NanoDrop® ND-1000 UV/Vis Spectrophotometer NanoDrop Technologies, USA 
Osmomat 030 Gonotec GmbH, Berlin 
Pipetten P20; P200, P1000 Gilson, Middelton, USA 
PowerPac BasicTM und PowerPac HCTM Bio-Rad 
Primus 96plus und Primus MWG-Biotech, Ebersberg 
Reinstwasseranlage MembraPure MembraPure GmbH, Bodenheim 
Rotoren: JA-25.50, JA-10, JLA-8.1000 Beckmann Coulter, Krefeld 
Rotoren: #75006445, #3057 Heraeus, Hanau 
Schüttler:  Thermomixer comfort Eppendorf 
   Intelli-Mixer RM-2 ELMI, Riga, Lettland 
   VKS-75 Control Bühler, Hechingen 
Sterilbank Biowizard KR 130 BW Kojair Tech Oy, Vippula, Finnland 
Trockenschränke Heraeus 
Ultraschallbad SONOREX RK100 Bandelin electronic, Berlin 
Varioclav 135S H+P Labortechnik, Oberschleißheim 
Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA 
Wasserbad Gesellschaft für Labortechnik, Burgwede 
Zentrifugen:  Avanti J-26 XPI 
  5415 D und 5415 R 
  Multifuge 3S und 3 S-R 
Beckman Coulter 
Eppendorf 
Heraeus 
Software:  AIDA 
  Unicorn 5.10 
  BiaControl 
  BiaEval 
Raytest, Straubenrath 
GE Healthcare 
GE Healthcare 
GE Healthcare 
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2.1.5 Bakterienstämme und Zellkulturlinien 
Für die Klonierung von PCR-Fragmenten, die Amplifikation von Plasmid DNA sowie für die 
Expression rekombinanter Proteine wurden die nachfolgend aufgelisteten E. coli Stämme 
verwendet: 
Stamm Lieferant Genotyp 
BL21 DE3 Stratagene E. coli B F– dcm ompT 
hsdS(rB– mB–) gal λ(DE3) 
XL1 blue Stratagene recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 
proAB lacIqZΔM15 Tn10 
(Tetr)]. 
NEB 5-alpha NEB fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA 
glnV44 Φ80Δ (lacZ)M15 
gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-
1 hsdR17 
2.1.6 Vektoren  
Nachfolgend sind die für diese Arbeit verwendeten Vektoren aufgeführt, eine detaillierte 
Beschreibung der einzelnen Konstrukte bzw. Vektoren ist dem Anhang zu entnehmen.  
2.1.6.1 pJET 
Der pJET Blunt End Vektor1 (Abbildung 37) wurde für die direkte Klonierung der scFv-
Antikörper SOE-PCR (2.2.1.1) Fragmente mit nachfolgender Vermehrung, Isolierung und 
Sequenzierung verwendet.  
2.1.6.2 pSYN 
Der pSYN Vektor [50] ist ein Derivat des pHENI [51] und wurde für die Expression              
und anschließende Reinigung der scFv-Antikörper scFvLR3cp-1-Linker1 (scFvLR3cp-1-L1),   
scFvLR3cp-1-Linker2 (scFvLR3cp-1-L2); scFvLR3cp-1-Linker3 (scFvLR3cp-1-L3) sowie 
scFvLR3cp-1-218 (scFvLR3cp-1-L218) verwendet (siehe Abbildung 38). Der Vektor verfügt 
über einen C-terminalen c-myc- sowie His6-Tag zur Detektion und Reinigung der jeweiligen 
Fusionsproteine. 
2.1.6.3 pET-22b(+) 
pET-22b(+) ist ein kommerzieller Vektor (Merck) zur Proteinexpression in E. coli und wurde 
neben pSYN zur Produktion von scFvLR3cp-1-L1, scFvscFvLR3cp-1-L2 sowie scFvLR3cp-
1-L218 (scFv-218) verwendet (Abbildung 40). 
                                                 
1 GeneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas) 
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2.1.6.4 pET54e 
pET54e ist ein Derivat des pET-22b(+) Vektors und enthält statt des His6-Tag die optimierte 
Version des Tag54 (Abbildung 41). Da es keine geeigneten Schnittstellen zur Entfernung des 
im pET-22b(+) enthaltenen His6-Tag gab, wurden zwei STOP-Codons via PCR zwischen der 
Tag54 und His6-Tag Sequenz eingefügt, so dass letztere zwar noch im Vektor enthalten ist, 
jedoch nicht mehr translatiert wird. Dieser Vektor wurde für die Expression von Protein L 
sowie tdTomato-Tag54 verwendet. 
2.1.6.5 pTRC54e 
pTRC54e ist ein Derivat des kommerziellen pTrc-chis A Vektors (Invitrogen) und enthielt, 
ebenso wie die Vektoren pSYN54e und pET54e, statt des His6-Tag die optimierte Version 
des Tag54. Dieser Vektor wurde ausschließlich für die Expression von tdTomato-Tag54 
verwendet (Abbildung 42). 
2.1.7 Oligonukleotide 
Die für die Sequenzierung bzw. Amplifizierung von DNA verwendeten Oligonukleotide 
(Primer) wurden von den Firmen Invitrogen und Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen 
und in einer Arbeitskonzentration von 10 pmol/μl verwendet (7.1). 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Polymerasekettenreaktion 
Zur Vervielfältigung definierte DNA Sequenz bzw. zum Anfügen einzelner Nucleotide wurde 
die von Saiki et al. [52] entwickelte Methode der Polymerasekettenreaktion („Polymerase 
chain reaction – PCR“) verwendet. Dabei binden zwei kurze, einzelsträngige Oligonukleotide 
(Primer) an die denaturierte, ebenfalls einzelsträngig vorliegende Matritzen-DNA. Die 
gebundenen Primer werden durch die thermostabile Taq-DNA Polymerase aus Thermus 
aquaticus in 3’ Richtung verlängert. In einer mehrfach durchgeführten Abfolge von 
Denaturierung, Anlagerung und Verlängerung wird der durch die Primer eingeschlossene 
Bereich der DNA exponentiell vervielfältigt (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2). Für Kontroll-
PCRs wurde hausintern produzierte Taq-Polymerase ohne „proof reading“ Aktivität, für alle 
anderen Reaktionen kommerzielle „High Fidelity Taq“ (Roche) mit „proof reading“ Aktivität 
verwendet. 
 
Tabelle 1: Komponenten der PCR 
 
 
Tabelle 2: Standard PCR Protokoll 
 
Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Wiederholungen 
 
Initiale Denaturierung 95 300 1 
Denaturierung 95 10 
Anlagerung der Primer 50-60 10 
Verlängerung 72 300 
30 
Abschließende Verlängerung 72 600 1 
Lagerung 12 - 1 
2.2.1.1 Splicing by overlapping extension (SOE)-PCR 
Mittels SOE-PCR werden zwei oder mehr DNA-Fragmente mit passenden, komplementären 
Überhängen miteinander verknüpft. Im ersten Schritt werden die zu verknüpfenden 
Fragmente amplifiziert und mit den entsprechenden, komplementären Überhängen 
ausgestattet. In nachfolgenden Schritten werden die Fragmente zusammengeführt und 
vervielfältigt (Abbildung 2). 
Komponenten Endkonzentration  
 
10x Polymerase Puffer 1x 
MgCl2 2-6 mM 
dNTP Mix  0,05 mM/Nukleotidtriphosphat 
„forward“ Primer  10 pmol 
„backward“ Primer 10 pmol 
Polymerase 1-3 U 
Matrizen-DNA 1-40 ng 
dH2O ad 50 µl 
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Die Zusammenführung der Fragmente wurde nach den in Tabelle 3 und Tabelle 4 
aufgeführten Protokollen durchgeführt, die abschließende Vervielfältigung des fusionierten 
DNA-Fragmentes erfolgte wie in 2.2.1 beschrieben. 
 
Tabelle 3: Verknüpfung der DNA-Fragmente: Komponenten 
 
 
Tabelle 4: Verknüpfung der DNA-Fragmente: PCR Protokoll 
 
Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Wiederholungen 
 
Initiale Denaturierung 95 300 1 
Denaturierung 95 60 
Anlagerung der Fragmente 37 60 
Verlängerung 72 120 
4 
Lagerung 60 - 1 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der SOE-PCR 
In zwei separaten Reaktionen werden die zu verknüpfenden Fragmente amplifiziert und mit komplementären 
Überhängen ausgestattet (1). Die zuvor hergestellten Fragmente werden miteinander verknüpft (2) und 
abschließend vervielfältigt (3). 
Komponenten Endkonzentration bzw. –menge 
 
10x Polymerase Puffer 1x 
MgCl2 2-6 mM 
dNTP Mix  0,05 mM/Nukleotidtriphosphat 
Polymerase 1-3 U 
DNA-Fragment 1 10 ng 
DNA-Fragment 2 10 ng 
dH2O ad 50 µl 
1. Amplifikation der zu verknüpfenden DNA-Fragmente 
2. Verknüpfung der DNA-Fragmente 
Primer 1 Primer 3 
Primer 2 
5‘ 
3‘ 5‘ 
3‘ 
PCR: Fragment 1  
5‘ 
3‘ 5‘ 
3‘ 
PCR: Fragment 2  
5‘ 3‘ 
5‘ 3‘ 
3. Amplifikation der verknüpften DNA-Fragmente 
Primer 1 
Primer 4 
5‘ 
3‘ 5‘ 
3‘ 
Primer 4 
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2.2.2 Restriktion, Ligation und Dephosphorilierung von DNA 
Die enzymatische Restriktion von DNA (2.2.3) wurde nach Herstellerangaben unter den 
jeweils optimalen Bedingungen hinsichtlich Puffer und Temperatur durchgeführt. Um 1 µg 
DNA zu schneiden, wurden 1-5 U des entsprechenden Restriktionsenzyms verwendet. Bei der 
Verwendung von zwei oder mehr Enzymen in einer Reaktion wurden die Bedingungen so 
gewählt, dass alle Enzyme eine möglichst hohe Aktivität erreichen. War dies nicht möglich, 
wurden die Restriktionen separat unter jeweils optimalen Bedingungen durchgeführt.  
Nach der Restriktion wurde die DNA entweder mit Hilfe eines „PCR-Purifcation Kits“ 
gereinigt (2.1.2) oder nach Auftrennung via Agarosegelelektrophorese (2.2.4) aus dem Gel 
extrahiert. Für die Ligation wurde „Insert“-DNA in molaren Verhältnissen von 5:1 mit 
geschnittener Vektor-DNA in Gegenwart von 200 U T4-DNA Ligase für 1-20 h bei 16-25°C 
inkubiert. Um die Ligationseffizienz zu erhöhen, wurde die geschnittene Vektor-DNA zuvor 
mit dem Enzym „calf intestine alkaline  phosphatase“ CIP (NEB) am freien 3’ Ende 
dephosphoriliert (nach Herstellerangaben) und mittels des „PCR-Purification Kits“ gereinigt.  
2.2.3 Isolierung von Plasmid DNA  
Rekombinante E. coli wurden über Nacht (üN) in 5 ml LB-Medium angezogen (37°C, 
160 rpm), sedimentiert (1 min, 16000 g) und der Überstand verworfen. Die Plasmid DNA 
wurde aus den Zellen mit Hilfe kommerzieller Kits der Firmen Qiagen oder Macherey und 
Nagel nach den jeweiligen Herstellerangaben isoliert (2.1.2). Die Konzentration der 
gewonnenen Plasmid DNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt [15]. 
2.2.4 Agarosegelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA wurde mit 0,8 - 2 % (w/v) Agarosegelen im 
TBE Puffersystem (110 V, 45 - 60 min) durchgeführt. Als Längenstandard wurden die 1 kb 
und 100 bp Leitern der Firma Roth verwendet. Letzte diente zusätzlich als Standard für die 
denistometrische Quantifizierung von DNA. 
 
Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer 89 mM Tris Base, 89 mM Borsäure, 
2 mM EDTA, pH 8,0 
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2.2.5 DNA Sequenzierung 
Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der von Sanger et al. [53] entwickelten Methode 
des Didesoxy-Kettenabbruchs durch den institutseigenen „Sequencing Service“. Die 
erhaltenen Ergebnisse wurden mit nachfolgenden Programmen ausgewertet: Vector NTI, 
Staden Lasergene, Chromas, CLC Workbench.  
2.2.6 Generierung der Expressionskonstrukte 
2.2.6.1 scFvLR3cp-1 Linkervarianten 
Die für den scFvLR3cp-1 kodierende Gensequenz wurde freundlicherweise von Dr. Martin 
Oreccia (Institut für Molekulare Biotechnologie, RWTH Aachen University) zur Verfügung 
gestellt [54], der Austausch der darin enthaltenen Linkersequenz erfolgte mittels SOE-PCR 
(2.2.1.1) unter Zuhilfenahme geeigneter Primerkombinationen (7.1). Die finalen Konstrukte 
(scFvLR3cp-1-L1, scFvLR3cp-1-L2, scFvLR3cp-1-L3, scFvLR3cp-1-L218) wurden mittels 
der Restriktionsenzyme NcoI und NotI in die Expressionsvektoren pSyn und pET-22(b+) 
eingebracht. 
2.2.6.2 GLRaV3-CP 
Das Expressionskonstrukt pMAL-GLRaV3-CP wurde freundlicherweise von Dr. Martin 
Oreccia zur Verfügung gestellt. Das mit dem Maltose-Binde-Protein (MBP) fusionierte 
GLRaV3-CP ist das Hüllprotein des Grapevine leafroll-associated virus 3, gegen welches der 
scFvLR3cp-1 generiert worden ist [54].  
2.2.6.3 Protein L 
Die für Protein L kodierende Gensequenz wurde freundlicherweise von Herrn Dipl.-Ing. (FH) 
Alexander Boes (Fraunhofer IME, Aachen) zur Verfügung gestellt und mittels der 
Restriktionsenzyme NcoI und NotI in den Expressionsvektor pET54e kloniert.  
2.2.6.4 tdTomato-Tag54  
Die für tdTomato-Tag54 kodierende Gensequenz wurde freundlicherweise von Herrn Dipl.-
Ing. (FH) Christoph Kühn (Fraunhofer IME, Aachen) zur Verfügung gestellt und mittels der 
Restriktionsenzyme NcoI und NotI in den Expressionsvektor pTrc54e kloniert.  
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2.3 Mikrobiologische Methoden  
2.3.1 Anzucht von E. coli und Herstellung von Stammkulturen 
Die Anzucht rekombinanter E. coli erfolgte üN in antibiotikahaltigem LB oder 2YT Medium 
bei 37°C und 160 rpm. Für die Stammerhaltung wurde die Bakteriensuspension 1:1 mit 
50 % (v/v) Glyzerin versetzt und bei -80°C gelagert. 
 
LB-Medium, pH 7,4 1 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v), Hefeextrakt, 
1 % (w/v) NaCl, ggf. Agar 1,5 % (w/v)  
 
2YT-Medium, pH 7,4 1,6 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v), Hefeextrakt, 
1 % (w/v) NaCl, ggf. Agar 1,5 % (w/v)  
2.3.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen 
Für die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurden 50 ml SOB mit 1 ml einer 
E. coli Übernachtkultur inokuliert und bei 160 rpm und 37°C bis zu OD600 = 0,6 angezogen. 
Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis und mit gekühlten Puffern durchgeführt     
(Tabelle 5). 
 
Tabelle 5: Herstellung kompetenter Zellen 
Die nach dem aufgeführten Protokoll hergestellten kompetenten Zellen konnten über mehrere Monate bei -80°C 
ohne merklichen Verlust der Kompetenz gelagert werden. 
 
Schritt Beschreibung Dauer [min] 
 
1 Lagerung der Zellen auf Eis 10 
2 Zentrifugation: 5000 g, 4 °C 5 
3 Überstand verwerfen, Zellen in 17 ml FSB Puffer 
resuspendieren 
 
4 Lagerung der Zellen auf Eis 15 
5 Zentrifugation: 5000 g, 4 °C 5 
6 Überstand verwerfen, Zellen in 4 ml FSB Puffer resuspendieren  
7 Lagerung der Zellen auf Eis  5 
8 Zugabe von 140 µl DMSO, mischen und Lagerung auf Eis 5 
9 Zellen aliquotieren (200 µl), in flüssigem Stickstoff schock-
gefrieren und bei -80°C lagern 
 
 
FSB Puffer, pH 6,4 mit 0,1 M HCl einstellen 10 mM KOAc (pH 7;0), 100 mM KCl,  
(steril filtriert, 0,22 µm)  45 mM MnCl2*4dH2O, 10 mM CaCl2*2H2O, 
3 mM Hexaminkobaltchlorid, 
10 % (w/v) Glyzerin 
 
SOB Medium, pH 7.4  1 % (w/v) Hefeexktrakt, 2 % (w/v)  
(steril filtriert, 0,22 µm)  Trypton,10 mM NaCl, 2,5 mM KCl,  
 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 
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2.3.3 Hitzeschocktransformation von E. coli 
Chemisch kompetente E. coli Zellen (2.3.2) wurden auf Eis für ca. 15 min getaut, mit 1-50 ng 
Plasmid DNA vorsichtig vermischt und für 10-20 min auf Eis gelagert. Nach 90 sec. 
Inkubation bei 42°C wurden die Zellen weitere 3 min auf Eis gelagert und in 800 µl SOC 
Medium aufgenommen. Nach 1 h bei 37°C und 160 rpm wurden die Zellen auf 
antibiotikahaltigen LB- bzw. 2YT Agarplatten ausgestrichen und üN bei 37°C inkubiert. 
 
SOC Medium 2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,  
0,05 % (w/v) NaCl, 2,5 mM KCl,  
 20 mM MgCl2, 20 mM Glucose 
2.4 Proteinchemische Methoden 
2.4.1 Polyacrylamid Gelelektrophorese  
Die Polyacrylamid (PAA) Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli [55] wurde für die 
elektrophoretische Auftrennung von Proteinen im nativen wie auch denaturierten Zustand 
verwendet. Je nach Analyseart wurde den Proteinen nichtreduzierender- bzw. reduzierender 
Probenpuffer (5 min, 99 °C) zugesetzt. Die Elektrophorese wurde in Kammern der Firma 
BioRad (Mini ProteanII) unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 30-40 mA / Gel, 30-45 
min in 1x SDS Laufpuffer. Der Nachweis der Proteine erfolgte entweder mittels Coomassie-
Färbung (2.4.2) oder Immunoblot (2.4.3). 
 
10x SDS Laufpuffer 250 mM Tris, 1,92 M Glyzin, 1 % (w/v) SDS 
 
Trenngel 38 % (v/v) Tris-HCl (1 M, pH 8,8),  
 0,1 % (w/v) SDS, 12 % (v/v) Acrylamid,  
 0,1 % (v/v) Temed, 0,6 ‰ (w/v) APS  
 
Sammelgel 12 % (v/v) Tris-HCl (1 M, pH 6,8),  
 0,2 % (w/v) SDS, 4 % (w/v) Acrylamid,  
 0,1 % (v/v) Temed, 0,1 ‰ (v/v) APS 
 
5x Probenpuffer (reduzierend), pH 6,8 62,5 mM Tris-HCl, 4 % (v/v) SDS,  
 10 % (v/v) 2-Mercaptoethanol,  
 30 % (w/v) Glycerin,  
 0,01 % (w/v) Bromphenolblau 
 
5x Probenpuffer (nichtreduzierend), pH 6,8 62,5 mM Tris-HCl, 4 % (v/v) SDS, 30 % (w/v) 
Glycerin, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau 
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2.4.2 Coomassie-Färbung 
Die unspezifische Anfärbung vom elektrophoretisch getrennten Protein im SDS-Gel (2.4.1) 
erfolgte mittels Coomassie Brilliant Blue R-250 nach Fairbanks [56]. Das Gel wurde mit 
Lösung A überschichtet und in der Mikrowelle bei maximaler Leistung bis zum Siedepunkt 
erhitzt. Nach 5 min Inkubation wurde die Lösung abgegossen, das Gel mit dH2O gewaschen, 
mit Lösung B überschichtet und erneut bis zum Siedepunkt erhitzt. Dieselben Schritte wurden 
ebenfalls mit den Lösungen C und D durchgeführt. Das Gel wurde abschließend zur 
Dokumentation mittels Fuji LAS 3000 digitalisiert.  
 
Fairbanks A  0,05 % (w/v) Coomassie R-250, 25 % (v/v)      
2-Propanol, 10% (v/v) Essigsäure 
 
Fairbanks B  0,05 % (w/v) Coomassie R-250, 10 % (v/v)       
2-Propanol 
 
Fairbanks C  0,002 % (w/v) Coomassie R-250, 10 % (v/v) 
Essigsäure  
 
Fairbanks D  10 % (v/v) Essigsäure 
 
2.4.3 Immunoblot Analyse 
Die im PAA-Gel aufgetrennten Proteine wurden per Elektroblot-Verfahren [57] mittels einer 
„Semi-Dry Transfer“ Kammer (BioRad) auf eine Nitrozellulosemembran übertragen 
(125 mA / Gel, 25-35 min). Die Proteindetektion (Tabelle 6) erfolgte über verschiedene 
Antikörperkombinationen, die Tabelle 7 zu entnehmen sind. Nach Umsetzung des Substrates 
NBT/BCIP durch die an die sekundären Antikörper konjugierte alkalische Phosphatase wurde 
der entwickelte Immunoblot digitalisiert (Fuji LAS 3000). 
 
Tabelle 6: Arbeitsschritte bei der Immunoblot Analyse 
Um freie Bindungsstellen abzusättigen, wurde die Membran für ca. 30 Minuten oder üN in PBS-T mit 5% (w/v) 
Milchpulver blockiert. Alle Antikörper wurden in PBS verdünnt und in Volumina von 10-20 ml verwendet. Die 
Inkubation erfolgte für 1h bei RT. Nach jedem Inkuabtionsschritt wurde die Membran 3x mit PBS-T gewaschen. 
 
Schritt Konzentration/Verdünnung Zeit [min] 
 
Blockieren 5% (w/v) Milchpulver in PBS-T 30 - 60 
Primärantikörper Siehe Tabelle 7 60  
Sekundärantikörper Siehe Tabelle 7 45 
Entwicklung NBT/BCIP nach Herstellerangeben in AP-Puffer 1 - 10  
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Tabelle 7: Antikörperkombinationen im Immunoblot 
Die Antikörper mAk54 (2.7.3) sowie der anti C-myc Antikörper wurden hausintern produziert, alle übrigen 
Antikörper wurden von Jackson Immuno Research bezogen. 
 
 
Ziel Primärantikörper Konzentration Sekundärantikörper Konzentration 
 
mAk54  
 
GAMAP H+L2  
GAMAP Fc3 
 
0,2 µg/ml    
Tag54 mAk54 4 2 µg/ml GAMAP Fc 0,2 µg/ml 
C-myc Tag anti C-myc Antikörper5 1 µg /ml GAMAP Fc 0,2 µg/ml 
His6-Tag RAH6 1 µg/ml GARAP Fc7 0,2 µg/ml 
 
AP-Puffer pH 9,6 100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl,  
  5 mM MgCl2  
2.4.4 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
Zum Nachweis spezifischer Antikörper-Antigen Wechselwirkungen wurden, je nach 
Fragestellung, unterschiedliche ELISA Varianten erprobt und angepasst. Der generelle Ablauf 
des Testes ist in Tabelle 8 beschrieben. Variationen davon werden in den jeweiligen 
Unterkapiteln erläutert. Alle verwendeten Antikörper bzw. Antigene wurden, wenn nicht 
anders angegeben, mit PBS verdünnt. Zum Blockieren freier Bindungsstellen nach 
Beschichtung der Platte8 wurde 5% (w/v) Milchpulver in PBS eingesetzt. Nach jedem 
Inkubationsschritt wurde die Platte 3x mit PBS-T gewaschen. Nach der Entwicklung des 
ELISA wurde die Platte bei 405 nm ausgelesen, als Substrat wurden 1 mg/ml pNPP (Sigma-
Aldrich) in AP-Puffer (2.4.3) bzw. 1 mg/ml ABTS in ABTS-Puffer (Roche) verwendet. Alle 
Schritte wurden bei Raumtemperatur (Rt) durchgeführt. Es wurden, wenn nicht anders 
angegeben, zwei technische Replikate jeder Probe gemessen, für die Auswertung wurde der 
Mittelwert beider Messungen abzüglich der unspezifischen Hintergrundbelastung gebildet. 
 
Tabelle 8: Basis ELISA Protokoll 
 
Schritt Volumen [µl/Kavität] Konzentration Inkubationszeit [min] 
 
Beschichtung 100 Variabel 60 
Blockieren  200 5 % (w/v) 30-60 
Probenaufgabe 100 Variabel 60 
Primärantikörper 100 Variabel 30-60 
Sekundärantikörper 
(optional) 
100 Variabel 30-60 
Entwicklung 100  30-120 
                                                 
2  Ziege anti Maus (GAM), gerichtet gegen die leichte und schwere Kette (H+L) von Immunoglobulinen der 
 Klasse G, konjugiert mit alkalischer Phosphatase 
3  Ziege anti Maus (GAM), gerichtet gegen den Fc Teil von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert mit 
 alkalischer Phosphatase 
4  Muriner, monoklonaler Antikörper 54, erkennt spezifisch die Sequenz des Tag54   
5  Muriner, monoklonaler Antikörper, erkennt spezifisch die Sequenz des c-myc tag. 
6  Kaninchen anti His (RAH), gerichtet gegen den His-Tag 
7  Ziege anti Kaninchen (GAR), gerichtet gegen den Fc Teil von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert mit 
 alkalischer Phosphatase 
8  „High Binding“, Greiner Bio One, Deutschland 
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2.4.4.1 Alanin- und Peptidscan: ELISA 
Der Alaninscan diente zur Bestimmung der für die Bindung an den mAk54 essentiellen 
Aminosäuren innerhalb der Tag54 Sequenz. Zwölf synthetische Peptide, die jeweils in einer 
Position einen Aminosäureaustausch mit einem Alanin besitzen sowie am N-terminalen Ende 
mit Biotin fusioniert worden sind, wurden bei JPT (Berlin) bestellt (Tabelle 9) und mittels 
ELISA wie auch Oberflächenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR) analysiert. Die zwölf 
Alaninscan Varianten des Tag54 Peptides wurden dabei mit der unmodifizierten (P1) wie 
auch den beiden verkürzten Tag54 Varianten (P2 und P3) verglichen. Neben den 
Alaninscanpeptiden wurden weitere, in Tabelle 10 aufgelistete Peptidvarianten unter gleichen 
Parametern untersucht. Alle Peptide wurden in PBS gelöst und bei -20°C gelagert.  
 
Tabelle 9: Für den Alaninscan eingesetzte Peptide 
In fett hervorgehoben sind die Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Tag54-Sequenz  
 
Nummer Sequenz Nummer Sequenz 
 
P1 K H I K D W E H L E E F P9 K H I K D A E H L E E F 
P2 I K D W E H L E P10 K H I K D W A H L E E F 
P3 K D W E H L P11 K H I K D W E A L E E F 
P4 A H I K D W E H L E E F P12 K H I K D W E H A E E F 
P5 K A I K D W E H L E E F P13 K H I K D W E H L A E F 
P6 K H A K D W E H L E E F P14 K H I K D W E H L E A F 
P7 K H I A D W E H L E E F P15 K H I K D W E H L E E A 
P8 K H I K A W E H L E E F   
 
Tabelle 10: Weitere Peptidvarianten 
In fett hervorgehoben sind die Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Tag54-Sequenz  
Nummer Sequenz Nummer Sequenz 
 
P16 (K D W E H L )3 P28 D W E H 
P17 K K D W E H L D P29 K D W 
P18 A D W E H L P30 K H I K D W 
P19 K A W E H L P37 K H I R D W E H L E E F 
P20 K D A E H L P38 K H I E D W E H L E E F 
P21 K D W A H L P39 K H I H D W E H L E E F 
P22 K D W E A L P40 K H I K E W E H L E E F 
P23 K D W E H A P41 K H I K N W E H L E E F 
P24 K D W E H P42 K H I K D F E H L E E F 
P25 D W E H L P43 K H I K D Y E H L E E F 
P26 W E H L P46 K A I K D W A H L E E F 
P27 K D W E   
 
Für die Analyse via ELISA wurde das Basisprotokoll (2.4.4) wie in Tabelle 11 beschrieben 
modifiziert. Alle Peptidvarianten wurden in drei unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei 
technischen Replikaten gemessen. Die für diese Analyse verwendeten Konzentrationen an 
Streptavidin, mAk54 (2.7.3) sowie der jeweiligen Peptide, wurden in mehreren 
Vorexperimenten iterativ bestimmt (3.2.1.1). Um den Effekt eines Aminosäureaustausches 
auf das Bindeverhalten zwischen Peptid und mAk54 bewerten zu können, wurden alle 
Ergebnisse auf das Messsignal der unmodifizierten P1 Peptidvariante normiert.  
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Tabelle 11: Alaninscan-ELISA Aufbau 
*gelöst in PBS pH 7,4 bzw. Coating Puffer (CP): 15 mM Na2CO3, 35 mM NaHCO3, 0,02 % (w/v) NaN3, pH 9,6 
 
Schritt Volumen 
[µl/Kavität] 
Konzentration Inkubationszeit [min] 
 
Beschichtung mit 
Streptavidin* 
 
100 
 
10 µg/ml 
 
60 
Blockieren 200 5 % (w/v) 30-60 
Auftragen der Peptide 100 80 nMol 60 
Primärantikörper: mAk54 100 10 µg/ml 30-60 
Sekundärantikörper: 
GAMFcHRPO 9 
100 0,2 µg/ml 30-60 
Entwicklung 100  30 
2.4.5 Oberflächenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR) 
2.4.5.1 Alanin- und Peptidscan: SPR 
Neben ELISA wurden SPR Analysen zur Bestimmung der kinetischen Parameter der 
mAk54/Tag54 Interaktion auf einem BIAcore T100 System (GE Healthcare) durchgeführt. 
Ein polyklonales Kaninchen anti Maus Fcy spezifisches Serum wurde mittels des „Amine 
coupling“ Kits nach Herstellerangaben auf einer CM5 Chipoberfläche immobilisiert. Um die 
kinetischen Parameter bestimmen zu können, wurden die jeweiligen Peptide (Tabelle 9 und 
Tabelle 10) in einer seriellen Verdünnung von 160 - 1,25 nM bzw. 800 - 25 nM gemessen. Im 
ersten Schritt wurden 950 - 1000 „Response Units“ (RU) mAk54 gefangen (15 µl/min, 
4 min), gefolgt von der Injektion einer Peptidverdünnung. Alle Bindungsexperimente wurden 
bei einer Flussrate von 30 µl/min (180 sec. Assoziation, 240 sec. Dissoziation) bei 25°C in 
HBS-EP Puffer durchgeführt; das unspezifische Hintergrundrauschen wurde per 
Referenzflusszelle abgezogen. Die Oberfläche des Chips wurde nach jeder Messung mit 
30 mM HCl (2x 15 µl) regeneriert. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels „BIAcore T100 
evaluation software“ (Version 1.1.1); für die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde 
ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt.  
Alle für die Durchführung dieser sowie aller weiteren SPR Analysen benötigten 
Verbrauchsmittel wurden, wenn nicht anders angegeben, von GE Healthcare bezogen.  
 
HBS-EP 10 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl, 3 mM 
EDTA, 0.005 % (v/v) Tween 20 
 
                                                 
9  Ziege anti Maus (GAM), gerichtet gegen die schwere Kette von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert 
 mit Meerrettichperoxidase  
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2.4.5.2 Puffer-Screening 
Um den Einfluss verschiedener Parameter auf die Bindungsstärke zwischen mAk54 und 
ausgewählten Peptidvarianten bestimmen zu können, wurde eine Hochdurchsatzüberprüfung 
unterschiedlicher Elutionspuffer mittels SPR auf einem BIAcore T100 System durchgeführt.  
Jeweils drei Peptidvarianten wurden in der Konzentration von 16 µmol/ml auf separaten 
Flusszellen einer SA Chipoberfläche immobilisiert (15 µl/min, 5min), gefolgt von einem 
Wasch- (HPS-EP, 30 µl/min, 3 min) und Regenerationszyklus (30 mM HCl, 30 µl/min, 
15 sec. ). Es waren keine weiteren Schritte zur Aktivierung oder Deaktivierung der 
Chipoberfläche erforderlich. Folgende Peptidvarianten wurden immobilisiert: P1, P2, P3, P15, 
P16 und P46, der Ablauf der Experimente ist Tabelle 12 zu entnehmen.  
 
Tabelle 12: Ablauf des Puffer-Screenings  
Die Schritte 1-3 wurden vor der Regeneration der Chipoberfläche (Schritt 4) neunmal wiederholt, die Flussrate 
bertug in allen Schritten 30 µl/min. 
 
Schritt Substanz bzw. Puffer Kontaktzeit [sec] 
 
1 
 
mAk54 (1 µg/ml) in HBS-EP 
 
180 
2 Elutionspuffer (Tabelle 13) 60 
3 HBS-EP 30 
4 30 mM HCl  2 x 15 
 
Tabelle 13: Übersicht über die verwendeten Elutionspuffer 
Als Negativ-Kontrolle wurde HBS-EP verwendet. 
 
Puffer Salze pH-Wert 
 
100 mM Glyzin 
 
NaCl: 0 M, 0,5 M, 1 M 
 
2,0; 2,5; 3,0; 3,5 
100 mM Na-Azetat NaCl: 0 M, 0,5 M, 1 M 4,0; 4,5; 5,0 
100 mM Na-Azetat Jeweils 1 M: LiCl, CaCl2, KCl, 
Harnstoff, Ammoniumsulfat  
4,0 
100 mM Na-Azetat Jeweils 0,5 M, 1 M, 2 M: NaBr und 
MgCl2 
4,0; 4,5 
2.4.5.3 Bestimmung der Antikörperstabilität 
Gereinigter und quantifizierter mAk54 wurde 1:10 mit den in Tabelle 13 aufgeführten Puffern 
sowie mit HBS-EP verdünnt, für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 
im Verhältnis 1:200 mit HBS-EP Laufpuffer neutralisiert (Endkonzentration 1 µg/ml). Um 
mögliche Aktivitätsverluste durch die Einwirkung der jeweiligen Puffer bestimmen zu 
können, wurden die Proben via SPR (SA Chip, immobilisierte Pepetide: P2, P15 und P46) 
analysiert und die resultierenden RU-Werte verglichen .  
2.4.5.4 Kinetik der scFv Varianten 
Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen den scFvLR3cp-1 
Varianten und dem Antigen GLRaV3-CP wurden 2500 Ru des rekombinant hergestellten 
Antigens (2.7.2) auf der Oberfläche eines CM5-Chips, wie in 2.4.5 beschrieben, immobilisert. 
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Die drei scFvLR3cp-1 Varianten scFvLR3cp-1-L1, scFvLR3cp-1-L2 und scFvLR3cp-1-L218 
wurden in neun seriellen Verdünnungen zwischen 100 – 0,2 nM bei einer Flussrate von 
30 µl/min (180 sec. Assoziation, 240 sec. Dissoziation) bei 25°C in HBS-EP Puffer gemessen. 
Das unspezifische Hintergrundrauschen wurde per Referenzflusszelle abgezogen. Die 
Oberfläche des Chips wurde nach jeder Messung mit 30 mM HCl (2x 15 µl) regeneriert. Die 
Auswertung der Daten erfolgte mittels BIAcore T100 Auswertungs-Software (Version 1.1.1), 
für die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt.  
2.4.5.5 Bestimmung der aktiven Konzentration der scFvLR3cp-1 Varianten 
Die Bestimmung der aktiven Konzentration der drei scFvLR3cp-1 Varianten erfolgte per 
„calibration free active concentration (CFAC)“- Messung. Dazu wurden 26.500 RU des 
Antigens GLRaV3-CP auf einer CM5-Chip Oberfläche immobilisiert (2.4.6.3) und die zu 
quantifizierenden Proben in gleicher Konzentration bei sieben unterschiedlichen Flussraten 
gemessen: 100, 80, 60, 40, 20, 10 und 5 µl/min. Die Berechnung der aktiven molaren 
Konzentration erfolgte per BIAcore T100 Auswertungs-Software (Version 4.1). 
2.4.6 Proteinquantifizierung 
2.4.6.1 Bradford-Test 
Für die Proteinquantifizierung nach Bradford [58] wurden die zu bestimmenden Proben 
zunächst seriell mit PBS oder dH2O verdünnt, 10 µl der jeweiligen Verdünnung wurden mit 
200 µl 20 % (v/v) Rotiquantlösung (Roth) vermischt und bei 595 nm gemessen. Die 
Quantifizierung erfolgte gegen Rinderserumalbumin (BSA) in einer seriellen 
Verdünnungsreihe von 2 mg/ml – 15 µg/ml. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung 
gemessen, das unspezifische Hintergrundsignal wurde per Referenzmessung gegen Wasser 
bzw. PBS abgezogen. 
2.4.6.2 Densitometrische Quantifizierung 
Um Proben in komplexen Gemischen quantifizieren zu können, wurden verschiedene 
Verdünnungen der Probe wie auch eines quantifizierten Standards mit gleichem oder 
ähnlichem Molekulargewicht auf ein SDS-PAA Gel geladen (2.4.1) und mittels 
Coomassiefärbung (2.4.2) oder via Immunoblot (2.4.3) visualisiert. Zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration wurden die Bandenintensitäten der zu bestimmenden Proben mit denen 
der Standardreihe verglichen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Advanced Image Data 
Analysis Software (AIDA, Raytest). 
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2.4.6.3 Quantifizierung nach Lambert-Beer 
Um die Konzentrationen rekombinanter Proteine ohne Zuhilfenahme verlässlicher Standards 
bestimmen zu können, wurde das Lambert-Beersche Gesetz verwendet:  
 
Formel 1: Lambert-Beersche Gesetz 
E: Extinktion; ε: molarer dekadischer Extinktionskoeffizient; c: Konzentration der Lösung in der Messküvette; d: 
Schichtdicke der Messküvette  
 
d
EcdcE    
Da mit dieser Formel jedoch nur Reinsubstanzen hinreichend genau quantifiziert werden 
können, wurden Proteingemische via analytischer Gelfiltration (2.7.4) nach Größe getrennt 
und die resultierenden Proteinpeaks mittels Unicorn 5.10 Software (GE Healthcare) 
quantifiziert. Die Berechnung des dafür benötigten molaren Extinktionskoeffizienten der 
jeweiligen Proteine erfolgte mit dem ProtParam Programm des Expasy Proteomics Server 10. 
2.4.6.4 Quantifizierung des mAk54 mittels ELISA 
Zur Bestimmung der Konzentration des mAk54 wurde die nachfolgend beschriebene Variante 
des ELISA Basisprotokolls (2.4.4) verwendet. Serielle Verdünnungen der zu 
quantifizierenden Probe wurden zunächst mit einem kommerziellen Maus anti Mensch 
Standard Antikörper (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA), im weiteren Verlauf 
der Arbeit mit auf diese Weise quantifiziertem mAk54 verglichen. Die Proben wurden dabei 
in seriellen Verdünnungen zwischen 1:500 - 1:128000, der Standard zwischen 200 - 0,2 ng/ml 
gemessen. Die Durchführung des Quantifizierungs-ELISA ist in Tabelle 14 beschrieben. 
 
Tabelle 14: Antikörperquantifizierung mittels ELISA 
 
Schritt Volumen 
[µl/Kavität] 
Konzentration Inkubationszeit [min] 
 
Beschichtung mit 
GAMFab11 
 
100 
 
0,6 µg/ml 
 
60 
Blockieren (Milchpulver in 
PBS) 
200 5 % (w/v) 30-60 
Auftragen der Proben 100 - 30-60 
Primärantikörper: 
GAMFcHRPO 12 
100 0,16 µg/ml 60 
Entwicklung 100  30 
                                                 
10 http://www.expasy.ch/tools/protparam.html 
11 Ziege anti Maus (GAM) Fab-Fragment, gerichtet gegen das Fab-Fragment von murinen Immunoglobulinen  
12 Ziege anti Maus (GAM), gerichtet gegen die schwere Kette von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert 
 mit Meerrettichperoxidase 
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2.4.6.5 Quantifizierung von Protein L 
Um die Effizienz sowie mögliche Aktivitätsverluste während der Reinigung von Protein L aus 
E. coli Zelllysat (2.6.1) bestimmen zu können, wurde nachfolgende Variante des ELISA 
Basisprotokolls verwendet.  
Da Protein L nur an bestimmte Varianten der leichten Kette von Immunoglobulinen bindet 
[59, 60], wurde der rekombinant in Tabak produzierte humane 2G12 (κ1) als Ligand für die 
Beschichtung der ELISA Platte verwendet.  
Die zu quantifizierenden Proben wurden in seriellen Verdünnungen zwischen 1:100 und 
1:100.000 gemessen. Da kein geeigneter Standard zur Verfügung stand, konnten nur relative 
Konzentrationen bzw. Aktivitäten bestimmt werden. Der Nachweis des Protein L erfolgte 
über den C-terminalen Tag54e. Bei der Auswertung wurden alle Proben auf die Messwerte 
des Lysates normiert. Da nur funktionales Protein L an den 2G12 Antikörper binden kann, 
wird in diesem Testaufbau ausschließlich die funktionale bzw. aktive Menge an Protein L in 
den jeweiligen Proben nachgewiesen. 
 
Tabelle 15: Quantifizierung von Protein L mittels ELISA 
 
Schritt Volumen 
[µl/Kavität] 
Konzentration Inkubationszeit [min] 
 
Beschichtung mit  
GAMFab13 
 
100 
 
0,6 µg/ml 
 
60 
Blockieren (Milchpulver in 
PBS) 
200 5 % (w/v) 30 - 60 
Auftragen der Proben 100 - 30 - 60 
Primärantikörper: mAk54 100 2 µg/ml 60 
Sekundärantikörper: 
GAMFcHRPO 14 
100 0,16 µg/ml 60 
Entwicklung 100  30 
2.4.6.6 Quantifizierung von scFv-Antikörpern 
Zur Bestimmung möglicher Ausbeute bzw. Aktivitätsverluste nach der chromatographischen 
Reinigung (2.7) sowie zum Vergleich der scFvLR3cp-1 Linkervarianten (2.2.1.1) wurde 
nachfolgendes ELISA Protokoll verwendet (Tabelle 16). Die scFv-Antikörper wurden 
entweder über den internen Tag54 (Antikörperkombination a), über den C-terminalen c-myc-
Tag (Antikörperkombination b) oder den C-terminalen His6-Tag (Antikörperkombination c) 
nachgewiesen. Da die Bindung der scFv-Antikörper an das immobilisierte Antigen GLRaV3-
CP stattfindet, werden in diesem Aufbau nur aktive scFv-Antikörper Moleküle detektiert. 
 
 
                                                 
13 Ziege anti Maus (GAM) Fab-Fragment, gerichtet gegen das Fab-Fragment von murinen Immunoglobulinen 
14 Ziege anti Maus (GAM), gerichtet gegen die schwere Kette von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert 
 mit Meerrettichperoxidase  
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Tabelle 16: Quantifizierung von scFv-Antikörpern mittels ELISA 
 
Schritt Volumen 
[µl/Kavität] 
Konzentration Inkubationszeit 
[min] 
 
Beschichtung mit  
GLRaV3-CP 
 
100 
 
0,6 µg/ml 
 
60 
Blockieren (Milchpulver in PBS) 200 5 % (w/v) 30 - 60 
Auftragen der Proben 100 - 30 - 60 
Primärantikörper:  
a. mAk5415 
b. Anti c-myc16 
c. RAH17 
100 1 - 2 µg/m 60 
Sekundärantikörper:  
a. GAMFcHRPO 18 
b. GAMFcHRPO 
c. GARFcHRPO 19 
100 0,16 µg/ml 60 
Entwicklung 100  30 
2.4.6.7 Quantifizierung von tdTomato-Tag54 
Die Quantifizierung des rot fluoreszierenden tdTomato-Tag54 (2.2.6.4) vor und nach der 
chromatographischen Reinigung (2.7.5.2) erfolgte über die direkte Messung der Fluoreszenz 
bei 530 nm Exitation und 580 nm Emission. Da kein geeigneter Standard zur Bestimmung der 
absoluten tdTomato-Tag54 Konzentrationen zur Verfügung stand, wurden alle gemessenen 
Proben relativ zueinander quantifiziert. Für die Auswertung wurden alle Proben auf das 
Fluoreszenzsignal des Lysates normiert. Da denaturiertes tdTomato-Tag54 keine 
Eigenfluoreszenz besitzt, wird mit diesem Testaufbau ausschließlich die native bzw. aktive 
Form von tdTomato-Tag54 nachgewiesen. 
2.5 Tierische Zellkultur 
Vorkulturen der mAk54 produzierenden Hypridomazelllinie mAk54-(5) [37] wurden bei 
37°C und 5 % CO2 in vollsynthetischem Medium (H5000, Pan; PFHMII, Invitrogen) in T25 
Flaschen (10 ml Kulturvolumen) angezogen (3-6 d). Für die Produktion des Antikörpers im 
mittleren Maßstab wurden Cellinebioreaktoren (Sartorius) verwendet. Die 
Cellinebioreaktoren verfügen über separate, durch eine Dialysemembran getrennte 
Kompartimente für das Wachstum der Hybridomazellen (15 ml) und für den Nährstoffvorrat 
(1 l). Das Nährstoffkompartiment wurde entweder mit vollsynthetischem H5000 bzw. 
                                                 
15 Muriner, monoklonaler Antikörper 54, erkennt spezifisch die Sequenz des Tag54   
16 Muriner, monoklonaler Antikörper, erkennt spezifisch die Sequenz des c-myc tag 
17 Kaninchen anti His (RAH), gerichtet gegen den His-Tag 
18 Ziege anti Maus (GAM), gerichtet gegen die schwere Kette von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert 
 mit Meerrettichperoxidase  
19 Ziege anti Kaninchen (GAR), gerichtet gegen den Fc Teil von Immunoglobulinen der Klasse G, konjugiert mit 
 Meerrettichperoxidase 
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PFHMII oder R10 Medium befüllt, während das Wachstumskompartiment ausschließlich 
vollsynthetisches Medium enthielt. Die Animpfdichte betrug 2,5*107 Zellen pro Flasche, die 
Produktion der Antikörper erfolgte über einen Zeitraum von 5-10 Tagen bei 37°C und 5 % 
CO2. Die Anzucht der Zellen sowie die Handhabung und Ernte wurde freundlicherweise von 
Frau Yvonne Olbricht (Institut für Molekulare Biotechnologie, RWTH Aachen University)                       
und Frau Dipl.-Ing. (FH) Katrin Thees (Fraunhofer IME, Aachen) übernommen. 
 
R10 RPMI 1640 Glutamax (Invitrogen), 10% (v/v) 
Fötales Kälberserum (FCS) (Biocrom), 1 mg /l 
PenStrep (Invitrogen),  
 50 nM 2-Mercaptoethanol 
2.5.1 Wiederbefüllen der Celline Bioreaktoren 
Der Inhalt des Wachstumskompartimentes der Cellinereaktoren wurde unter sterilen 
Bedingungen abgenommen und das Kompartiment mit 10 ml sterilem PBS gewaschen. Beide 
Flüssigkeiten wurden vereinigt und die darin befindlichen Zellen sedimentiert (200 g, 5 min, 
Rt). Der Überstand wurde sterilfiltriert (0,22 µm Porengröße) und unter Zugabe von NaN3 
(Endkonzentration 0,02 % (w/v)) bei 4°C gelagert. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 
vollsynthetischem Medium resuspendiert und im Verhältnis 1:10 für die weitere Produktion 
des mAk54 in das Wachstumskompartiment der Reaktoren zurück überführt. Der Inhalt des 
Nährstoffkompartimentes wurde verworfen und durch unverbrauchtes Medium ersetzt.  
2.6 Expression rekombinanter Proteine in E. coli 
Für die Expression rekombinanter Proteine wurden die E. coli Stämme XL1 blue und BL21 
verwendet (2.1.5). Frisch transformierte Zellen (2.3.3) wurden zunächst auf Selektionsplatten 
üN bei 37°C angezogen, einzelne Kolonien wurden dann in 5 ml LB-Medium mit dem 
jeweiligen Selektionsmarker weiter kultiviert (37°C, 160 rpm, üN). Die gewünschte Menge 
LB-Medium wurde 1:100 mit der Übernachtkultur inokuliert und bis zu einer OD600 = 0,6 bei 
37°C und 160 rpm angezogen. Die Induktion erfolgte mit 0,1 - 1 mM IPTG bei 16   37°C für 
3 – 84 h abhängig von dem jeweiligen Protein (Tabelle 17). Die Zellen wurden anschließend 
durch Zentrifugieren geerntet (10.000g, 4°C, 20 min) und sofort weiterverarbeitet oder bei      
-20°C gelagert. Für schlecht bzw. gering exprimierende Proteine wurde das Overnight 
Express Autoinduktion Medium (ONE, Merck) verwendet. Das ONE Medium wurde 1:100 
mit der entsprechenden Vorkultur inokuliert, mit den passenden Antibiotika versetzt und für 
16 – 24h bei 28 – 37°C kultiviert. Die Zugabe eines Induktors war nicht erforderlich. 
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Tabelle 17: Expression verschiedener rekombinanter Proteine in E. coli 
Die optimalen Parameter hinsichtlich Temperatur sowie Induktionszeit wurden für jedes Protein in 
entsprechenden Vorversuchen bestimmt.  
 
Zielprotein Medium E. coli Stamm Induktionszeit [h] Temperatur [°C] 
 
scFv Varianten LB BL21 3h 28 
scFv Varianten ONE BL21 16 37 
Protein L LB BL21 20 28 
tD-Tomato LB BL21 72 28 
GLRaV3-CP ONE XL1 blue 24 37 
 
 
2.6.1 Extraktion intrazellulärer Proteine aus E. coli 
Nach Expression rekombinanter Proteine in E. coli (2.6) wurden die Zellen durch 
Zentrifugation (10.000 g, 4° C, 20 min) geerntet und der Überstand verworfen. Das Pellet 
wurde in 5 – 10 ml BugBuster Master Mix (Novagen) pro g Zellfeuchtmasse resuspendiert 
und für 30 min bei Rt unter leichtem Schütteln lysiert. Die verbleibenden Zelltrümmer 
wurden durch erneutes Zentrifugieren (10.000 g, 4° C, 20 min) entfernt und der Überstand 
abschließend filtriert (0,22 µM) und bei 4° C oder -20° C gelagert.  
Alternativ zu der vollständigen Lyse der Zellen wurden sekretierte Proteine durch einen 
Aufschluss des Periplasmas gewonnen. Die geernteten Zellen wurden in eisgekühltem PEB 
Puffer aufgenommen (10 ml pro 500 ml Kulturvolumen) und mit EDTA (Endkonzentration 
1 mM) versetzt für 10 min bei 4°C unter leichtem Schütteln gelagert und anschließend 
zentrifugiert (8.000 g, 4 C, 20 min). Der Überstand wurde abgenommen und verwahrt, das 
verbleibende Pellet in 9 ml eisgekühltem 5 mM MgSO4 resuspendiert. Nach Zugabe von 
EDTA bis zu einer  Endkonzentration von 1 mM, wurde die Suspension erneut für 10 min bei 
4°C unter leichtem Schütteln gelagert und zentrifugiert (8000 g, 4° C, 20 min). Das Pellet 
wurde verworfen, die Überstände vereinigt und über Nacht gegen PBS dialysiert.   
 
PEP Puffer: 30 mM Tris-HCl pH 8,0; 20 % (w/v) Sucrose  
2.7 Chromatographische Methoden 
Die Durchführung aller chromatographischen Schritte erfolgte entweder manuell mittels 
Normaldruck Chromatographie oder automatischer Programmsteuerung via ÄktaExplorer 
oder ÄktaPrime (GE Healthcare). Je nach Art und Menge des jeweiligen Sorbens wurden die 
Parameter Alarmdruck, Flussgeschwindigkeit sowie das Säulenvolumen entsprechend der 
Herstellerangaben angepasst Alle verwendeten Puffer und Lösungen wurden vor ihrer 
Verwendung filtriert (0,22 µM) und entgast.  
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2.7.1 IMAC 
Die Reinigung der scFv-Antikörper scFvLR3cp-1 sowie der Variante scFv-218 erfolgte 
mittels Immobilisierter Metallionen Chromatographie (IMAC), wobei Matrices der Firmen 
Qiagen (Ni-NTA), Macherei und Nagel (Ni-IDA) wie auch GE Healthcare (HiTrap IMAC 
HP) verwendet wurden. Alle Matrices waren Werksseitig mit Ni2-Ionen beladen. Der Extrakt 
aufgeschlossener E. coli Zellen (2.6.1) wurde vor Beladen der Matrix zentrifugiert (10.000 g, 
20 min, 21°C) und filtriert (0,22 µm), um vorhandene Schwebstoffe und Partikel zu entfernen. 
Der Ablauf der Reinigung ist nachfolgender Tabelle 18 zu entnehmen. 
 
Tabelle 18: Ablauf der Proteinreinigung via IMAC 
In allen maschinell durchgeführten Experimenten betrug die Flussrate 1 ml/min, bei Verwendung von 
Normaldrucksäulen ca. 1-2 ml/min. 
 
Schritt Beschreibung Puffer Säulenvolumen (cv) 
 
1. 
 
Äquilibrierung 
 
Elutionspuffer 
 
5 
  Bindepuffer 10 
2. Laden der Probe Probe  -  
3. Waschen Bindepuffer 10 
4. Elution: Linearer oder 
Stufengradient 
Binde- und Elutionspuffer  
5. Regeneration Bindepuffer 10 
6. Lagerung  20% Ethanol 10 
    
Optional    
1 Strippen Stripping-Puffer 3 
2. Waschen Bindepuffer 5 
  dH2O 5 
3. Beladen der Matrix 100 mM NiSO4 2 
4. Waschen Bindepuffer 10 
5. Lagerung 20% Ethanol 5 
 
Stripping-Puffer, pH 7,4 20 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 
50 mM EDTA 
 
Bindepuffer, pH 7,4 -8,0  20 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl             
0-60 mM Imidazol 
 
Elutionspuffer, pH 7,4 -8,0 20 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl            
250 mM Imidazol 
 
 
Um die optimalen Elutionsbedingungen festzustellen, erfolgte zunächst eine Testreinigung. 
Die gebundenen Proteine wurden in einem linear ansteigenden Gradienten eluiert (0 – 
250 mM Imidazol in PBS, pH 8,0), fraktioniert und mittels SDS-PAGE (2.4.1), ELISA (2.4.4) 
oder Immunoblot (2.4.3) analysiert um festzustellen, bei welcher Imidazolkonzentration das 
Zielprotein abgelöst wird. Um die Reinheit des Zielproteins zu erhöhen, wurden daher die 
Imidazolkonzentrationen im Binde- und Waschpuffer so angepasst, dass Wirtszellproteine 
nicht an die Matrix binden, bzw. im Waschschritt entfernt werden. Für die Hauptreinigung 
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wurde ein dreistufiger Gradient gewählt, wobei die erste Stufe ca. 5 mM unterhalb, die zweite 
5 mM oberhalb der benötigten Imidazolkonzentration zur Elution des Zielproteins lag. Die 
dritte Stufe diente der Regeneration der Matrix und Elution ggf. noch gebundener 
Kontaminationen. Die Elutionsfraktionen wurden nach der Reinigung gegen PBS dialysiert 
und bei 4°C gelagert. Um die Ausbeute bzw. Aktivitätsverluste während der Reinigung 
bestimmen zu können, wurde der gesamte Lauf fraktioniert (Durchfluss, Wasch und 
Elutionsfraktion) und mittels ELISA quantifiziert (2.4.7.6).  
2.7.2 Reinigung von GLRaV3-CP 
Die Reinigung des mit dem Maltose-Binde-Protein (MBP) fusionierten GLRaV3-CP 
Antigens (2.2.6.2) erfolgte per Amylose-Matrix (NEB) nach Herstellerangaben. Nach 
bakterieller Expression (2.6) und Aufschluss der Zellen (2.6.1) wurde das Lysat zentrifugiert 
(10.000 g, 21°C, 20 min) und filtriert (0,22 µm), um vorhandene Schwebstoffe und Partikel 
zu entfernen. Der Ablauf der Reinigung ist nachfolgender Tabelle zu entnehmen. 
 
Tabelle 19: Ablauf der Reinigung von MBP Fusionsproteinen 
Die Reinigung des GLRaV3-CP erfolgte ausschließlich per Normaldrucksäulen bei Flussgeschwindigkeiten von 
1-2 ml/min Für jeweils 20 ml Kulturvolumen wurde 1 ml Amylosematrix für die Reinigung verwendet. Die 
Matrix wurde im Anschluss an die Elution mit ca. 20 cv Bindepuffer regeneriert und in 20 % Ethanol bei 4 °C 
gelagert. 
 
Schritt Beschreibung Puffer Volumen (cv) 
 
1. 
 
Äquilibrierung 
 
Elutionspuffer 
 
5 
  Bindepuffer 10 
2. Laden der Probe Probe  -  
3. Waschen Bindepuffer 10 
4. Elution: Linearer oder 
Stufengradient 
Binde- und Elutionspuffer  
5. Regeneration Bindepuffer 10 
6. Lagerung  20 % Ethanol 10 
 
Bindepuffer, pH 7,4 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA 
 
Elutionspuffer, pH 7,4 20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl,  
 1 mM EDTA, 10 mM Maltose 
 
Das Antigen wurde nach der Reinigung mittels Immunoblot (2.4.3) und ELISA (2.4.4) 
bezüglich der Bindung an den scFv-Antikörper scFvLR3cp-1 untersucht, aliquotiert und bei    
-20°C gelagert. 
2.7.3 Reinigung des mAk54 
Die gesammelten Überstände der Celline-Nährstoffkompartimente (2.5) wurden vereinigt und 
auf einen pH-Wert zwischen pH 7,5 und 8,0 eingestellt. Um im Falle der Reinigung via MEP 
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HyperCell (Pall) die Ausbeute zu steigern, wurde der in vollsynthetischen Zellkulturmedien 
enthaltene „Eisen-Carrier“ durch Zugabe von Na4EDTA (Endkonzentration 10 mM) 
komplexiert, da dieser ebenfalls mit MEP-Liganden wechselwirkt und so die Kapazität der 
Matrix reduziert (Herstellerinformationen). Die entstandenen Präzipitate wurden sedimentiert 
(10.000 g, Rt, 20 min) und der Überstand filtriert (0,45 µm). Für die Reinigung via Protein G 
(GE Healthcare) waren diese Schritte nicht notwendig.  
Tabelle 20 zeigt den generellen Ablauf der Reinigung über Protein G, oder MEP HyperCel. 
Für die Durchführung der Reinigung wurde eine ÄktaExplorer 10 oder ÄktaPrime 
Chromatographieanlage (GE Healthcare) eingesetzt. Der gereinigte Antikörper wurde gegen 
PBS dialysiert bzw. entsalzt und mit 0,02 % (w/v) NaN3 versetzt bei 4°C gelagert. 
 
Tabelle 20: Beschreibung der Antikörper-Reinigung über Protein G, MEP und HEA HyperCell 
Die verwendeten Flussgeschwindigkeiten betrugen zwischen 0,2 und 20 ml/min und richteten sich nach dem 
jeweiligen Durchmesser der verwendeten Säule und der Menge der eingesetzten Matrix. Das Laden der Probe 
erfolgte dabei mit maximal 300 cm/h 
 
Schritt Beschreibung Puffer (Protein G) Puffer (MEP)  Volumen (cv) 
 
1 
 
Äquilibrierung 
 
Bindepuffer 
PBS 
Bindepuffer 
PBS 
5 
10 
2 Laden der Probe Kulturüberstand Kulturüberstand - 
3 Waschen Waschpuffer Waschpuffer 5 
4 Elution (linearer oder 
Stufengradient 
Wasch- und 
Elutionspuffer 
Wasch- und  
Elutionspuffer 
5 - 30 
5 Regeneration 50 mM NaOH 
PBS 
0,5 M NaOH, 100 mM 
Na4EDTA pH 8,0 
10 
10 
6 Lagerung  20% (w/v) Ethanol 20% (w/v) Ethanol, 1 M 
NaCl 
5 
 
Binde-/Waschpuffer, pH 7,0 50 mM Citrat 
 
Elutionspuffer, pH 2,5 50 mM Citrat 
 
Die Elution des mAk54 erfolgte wie bereits zuvor beschrieben (2.7.1) zunächst im linearen 
pH-Gradienten (pH 7,0 – 2,5 über 30 cv) zur Feststellung der notwendigen Elutions-
bedingungen. Im weiteren Verlauf wurden die pH-Werte des Wasch- und Elutionspuffer 
entsprechend der Elutionsbedingungen des mAk54 eingestellt. Der Antikörper wurde nach der 
Reinigung gegen PBS dialysiert bzw. entsalzt und mit 0,02 % (w/v) NaN3 versetzt bei 4°C 
gelagert. 
2.7.3.1 Entsalzung 
Um größere Volumina zu entsalzen bzw. um den Puffer auszutauschen, wurde eine HiPrep 
(26/20) Säule (GE Healhcare) verwendet. Die Durchführung der Entsalzung erfolgte 
ausschließlich an einem ÄktaExplorer System. In jedem Durchgang konnten nach 
Äquilibrierung der Matrix (2 cv des jeweiligen Puffers) 16,5 ml Probe entsalzt werden, die 
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Flussgeschwindigkeit betrug 8 ml/min. Die zu entsalzende Probe wurde zuvor filtriert 
(0,22 µm), um mögliche Schwebstoffe zu entfernen. Nach Verwendung wurde die Matrix mit 
3 cv 50 mM NaOH gespült und in 20 % (v/v) Ethanol gelagert. 
2.7.4 Analytische Gelfiltration 
Die analytische Gelfiltration diente zur Bestimmung von Protein- oder Proteinfragmentgrößen 
unter nativen Bedingungen sowie zur Konzentrationsbestimmung (2.4.7.3). Für diese Zwecke 
wurden unterschiedliche Matrices, je nach benötigtem Trennbereich verwendet (Tabelle 21). 
Als Laufmittel wurde, so nicht anderes angegeben PBS verwendet. Zur Kalibrierung der 
Gelfiltrationssäulen wurde das „High Molecular Weight“-Kit (GE Healthcare) nach 
Herstellerangaben benutzt. Die Trennung der Proteine wurde bei Flussraten zwischen 0,5 und 
1 ml/min durchgeführt. 
 
Tabelle 21: Trennbereiche der verwendeten Gelfiltrationssorbenzien 
 
Matrix Trennbereich [Da] 
 
Sephacryl S100 16/60 HR 1 × 10
3 - 1 × 105 
Sephacryl S200 16/60 HR 5 × 103 - 2.5 × 105 
Superdex 200 10/300 GL 1 × 104 - 6 × 106 
2.7.5 Immunoaffinitätschromatographie 
2.7.5.1 Immobilisierung des mAk54 
Die Immobilisierung des mAk54 an NHS aktivierte Sepharose (GE Healthcare) erfolgte nach 
Herstellerangaben. Der zuvor affinitätsgereinigte mAk54 (2.7.3) wurde gegen 
Kopplungspuffer entsalzt (2.7.3.1) und in Konzentrationen von 2-8 mg/ml für die Kopplung 
eingesetzt. Alle Schritte vor dem Mischen des Antikörpers mit dem Sorbens wurden mit 
eiskalten Lösungen bzw. gekühlten Geräten durchgeführt, um die Aktivität des Sorbens 
beizubehalten. Das Sorbens wurde zunächst mit 10 Sorbens-Volumen (SV) 1 mM HCl 
gewaschen und der Überstand nach einem Zentrifugationsschritt (1000 g, 4°C, 1 min) 
verworfen. Das gewaschene Sorbens wurde anschließend in 15 Mv Kopplungspuffer 
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der pH-Wert des Überstandes wurde gemessen, war 
dieser nicht im Bereich von pH 8 wurde der letzte Waschschritt wiederholt. Nach Abgießen 
des Überstandes wurde das Sorbens mit der Antikörperlösung im Verhältnis 1:1 bis 1:2 
gemischt und für 1-4 h bei Raumtemperatur auf einem Überkopfschüttler (20 rpm) inkubiert. 
Das Sorbens wurde zentrifugiert in 3 SV Blockpuffer aufgenommen und für 3 - 16 h unter 
gleichen Bedingungen weiter inkubiert. Im Anschluss wurde das Sorbens in eine BioRad 
„Gravityflow“ Säule überführt und schrittweise mit jeweils 1 SV Waschpuffer 1 und 2 
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beladen. Diese Prozedur wurde 3 – 6 x wiederholt und das Sorbens abschließend in PBS mit 
0,02 % (w/v) NaN3 bei 4°C gelagert. Um die Kopplungseffizienz zu bestimmen, wurden die 
Proben vor und nach dem Kopplungsschritt mittels ELISA oder Bradford quantifiziert. 
 
Kopplungspuffer, pH 8,3 0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl  
 
Block- und Waschpuffer 1, pH 8,5 0,1 M Tris-HCl 
 
Waschpuffer 2, pH 4,0 0.1 M Acetate, 0,5M NaCl 
 
2.7.5.2 Durchführung der Immunoaffinitätschromatographie 
Das wie im vorherigen Kapitel beschrieben hergestellte mAk54-Immunosorbens wurde für 
die Reinigung der mit dem Tag54 fusionierten Modellproteine scFvLR3cp-1-L1, scFvLR3cp-
1-L2, Protein L und tdTomato-Tag54 eingesetzt. Der generelle Ablauf der Reinigungen ist in 
Tabelle 22 beschrieben.  
 
Tabelle 22: Ablauf der IAC 
Für die Elution mittels linearem oder Stufengradient wurden die Binde- und Elutionspuffer A verwendet, für 
eine einstufige Elution hingegen die Puffer B. In allen maschinell durchgeführten Experimenten betrug die 
Flussrate 1 ml/min, bei Verwendung von Normaldrucksäulen ca. 1-2 ml/min. Nach der Elution der Proteine 
wurden diese sofort im Verhältnis 1:10 mit 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) neutralisiert und gegen PBS dialysiert bzw. 
entsalzt. 
 
Schritt Beschreibung Puffer Volumen (cv) 
1. Äquilibrierung Elutionspuffer 5 
  Bindepuffer 10 
2. Laden der Probe Probe  -  
3. Waschen Bindepuffer 10 
4. Elution: Linearer oder Stufengradient Binde- und Elutionspuffer 5 - 30 
5. Regeneration Bindepuffer 10 
6. Lagerung  PBS, 0,02% (w/v) NaN3 10 
 
Bindepuffer A, pH 7,0 50 mM Citrat, (optional 0,5 - 1 M NaCl) 
 
Bindepuffer B, pH 7,4 PBS 
 
Elutionspuffer A, pH 2,5 50 mM Citrat (optional 0 - 1 M NaCl) 
 
Elutionspuffer B, pH 3,5; 4,0 100 mM Na-Acetat 
 
Elutionspuffer B2; pH 2,5 100 mM Glycin HCl 
 
Der gesamte Lauf wurde fraktioniert und mittels Immunoblot (2.4.3), SDS-PAGE (2.4.1) und 
ELISA (2.4.4) hinsichtlich Reinigungseffizienz, Aktivitätsverlusten sowie Reinheit des 
Zielproteins beurteilt. 
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3 Ergebnisse  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die diversen Komponenten des am IME 
entwickelten Tag54 Systems zur Detektion und Reinigung rekombinanter Proteine 
hinsichtlich einer möglichen kommerziellen Nutzung analysiert und entsprechend verbessert 
werden. Die Ziele waren daher die Identifizierung der vorhandenen Schwachstellen sowie die 
Entwicklung neuer Methoden und Möglichkeiten diese zu umgehen. Als 
Hauptschwachpunkte wurden die hohen Bereitstellungskosten des monoklonalen Antikörpers 
54 sowie die Notwendigkeit, harsche Bedingungen für die Elution der Zielproteine bei der 
Immunoaffinitätschromatographie (IAC) zu verwenden, ausgemacht. Um diese 
Schwachstellen zu eliminieren, wurden folgende Ansätze verfolgt: 
 
 Reduzierung der mAk54 Bereitstellungskosten durch parallele Nutzung von 
Einweg-Bioreaktoren als kostengünstige Alternative zur Fermentation der mAk54 
sezernierenden Zellline (3.1): 
 Verwendung moderner HCIC statt klassischer Protein A/G 
Affinitätssorbenzien zur Reinigung des mAk54 und Teil-Automatisierung 
des Reinigungsprozesses (3.1.3) 
 Bilanzierung des gesamten Herstellungs- und Reinigungsprozesses (3.1.4) 
 
 Genaue Charakterisierung der Tag54/mAk54 Interaktion mittels ELISA und SPR 
zur Identifizierung der für die Bindung relevanten Positionen innerhalb der Tag54 
Sequenz (3.2): 
 Design unterschiedlicher Tag54 Varianten, deren Wechselwirkung mit dem 
mAk54 unter milden Bedingungen gelöst werden kann (3.2.1.2) 
 Hochdurchsatz Elutionspufferscreening (3.2.2) 
 
 Effiziente und ökonomische Immobilisierung des mAk54 und Bestimmung der 
spezifischen Kapazität des mAk54 Immunosorbens (3.3). 
 
 Reinigung verschiedener Modellproteine und Bestimmung der Ausbeuten und  
Aktivitäten nach der Elution (3.4). 
 Nutzung der Tag54 Sequenz als Linker in scFv-Antikörpern (3.4.3) 
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3.1 Reduzierung der mAk54 Bereitstellungskosten  
Um eine Optimierung des Bereitstellungsprozesses zu realisieren wurde der bestehende 
Prozess zunächst in „upstream-“ und „downstream processing“ unterteilt und der status quo 
der jeweiligen Prozessschritte mit den potentiellen Alternativen, die in dieser Arbeit erprobt 
wurden, verglichen (Tabelle 23). 
 
Tabelle 23: Prozessschritte der Produktion und Reinigung 
Dargestellt sind die wichtigsten Prozessschritte bei der Bereitstellung des mAk54. Die Aufteilung des Prozesses 
erfolgt in einen „upstream“ und einen „downstream“ Bereich. Zu den jeweiligen Schritten ist der status quo zu 
Beginn der Arbeiten sowie die möglichen Alternativen und die daraus resultierenden Vorteile aufgeführt. *Bei 
Verwendung von Cellinebioreaktoren 
 
  Prozessschritt Status quo Alternative Vorteil 
Kultivierung 
der Zellen: 
 
Medium:  
R10, FCS 
supplementiert 
Vollsynthetisches 
Medium 
 
Keine Kontamination mit bovinen Ig 
oder BSA, keine 
Qualitätsschwankungen 
    
U
 p
 s 
t r
 e
 a
 m
  
 
Bioreaktor: 
T175-Flasche 
oder Fermenter 
Einweg-
Bioreaktoren 
Keine Sterilisierung notwendig, 
„Upscaling“, Antikörper liegt in hohen 
Konzentrationen vor* 
     
Ernte 
Sedimentation 
der Zellen durch 
Zentrifugation, 
Filtration des 
Überstandes  
-  
    
Prozessvolumen 
~ 50 mg/l  
(T75 und 
Fermenter) 
~ 50 mg/20 ml 
(Einweg-
Bioreaktoren*) 
Vereinfachtes „Upscaling“ durch 
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Reinigung Protein G MEP HyperCell 
Ähnliche Spezifität wie Protein G,  
ca. 3x höhere Kapazität/ml Sorbens,  
ca. 20x geringerer Preis, höhere 
Stabilität gegenüber chemischen 
Agenzien 
 
Der wichtigste Optimierungsschritt war hierbei die Umstellung des Zellkulturmediums von 
FCS supplementierten Medien auf vollsynthetische Medien. Durch diesen einfach 
umzusetzenden Schritt, kann von Prozessbeginn an eine Kontamination des mAk54 mit 
bovinen Ig ausgeschlossen werden. Zudem enthalten vollsynthetische Medien keine 
Proteinzusätze, die einen potentiellen Einfluss auf die spätere Reinigung des mAk54 haben 
könnten. Des Weiteren bietet die Verwendung von Einweg-Bioreaktoren den Vorteil, dass 
zum einen keine aufwendigen Fermentationseinheiten vorbereitet bzw. bereitgestellt werden 
müssen, zum Anderen der sezernierte mAk54 zumindest bei der Produktion in Celline-
Bioreaktoren in hohen Konzentrationen (>2mg/ml) vorliegt, was die weiteren Arbeitsschritte, 
bedingt durch das geringe Prozessvolumen, vereinfacht.  
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3.1.1 Adaption der mAk54 Zelllinie auf vollsynthetisches Medium 
Vor der Adaption der mAk54 sezernierenden Zelllinie auf vollsynthetische Kulturmedien 
wurde eine erneute Monoklonalisierung der Zelllinie nach der Methode der „limiting dilution“ 
[61, 62] durchgeführt, da vermutet wurde, dass die bisher zur Produktion des mAk54 
verwendete Zelllinie nicht vollständig monoklonal war (Daten nicht gezeigt). Aus den 
resultierenden 23 monoklonalen Linien wurden die bestproduzierende Zelllinie 54k (5) via 
ELISA (2.4.7.4) identifiziert und auf vollsynthetisches Medium (CD Hybridoma, Invitrogen) 
adaptiert. In initialen Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) führte das in dem Medium 
enthaltene Antischaummittel Pluronic jedoch zu Verstopfungen der Membranporen bzw. des 
Sorbens bei der Konzentrierung und Reinigung des Antikörpers. Daher wurden verschiedene 
synthetische Medien mit und ohne Pluronic bezüglich der mAk54 Akkumulationslevel 
verglichen (Tabelle 24). 
 
Tabelle 24: Vergleich verschiedener synthetischer Zellkulturmedien 
Alle Medien wurden mit gleicher Zellzahl im 5ml Maßstab in 6-Kavitäten Platten inokkuliert und unter 
Standardbedingungen (2.4.7.5) kultiviert. Die Konzentration des mAk54 wurde mittels ELISA (2.4.7.4) 
bestimmt. n = 2. Das PFHM-II Medium enthält als einziges der getesteten Medien kein Pluronic. 
 
Medium Hersteller mAk54 [mg/l] 5dpi mAk54 [mg/ml] 8dpi 
UltraDoma-PF Lonza, Basel, Schweiz  26 ± 2 44 ± 7 
CD Hybridoma Invitrogen 34 ± 2 74 ± 6 
PFHM-II Invitrogen 42 ± 3 77 ± 5 
 
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde das PFHM-II Medium zunächst zur Produktion des 
mAk54 eingesetzt. Aufgrund der ca. 2x höheren Kosten wurde das Medium im Verlauf der 
Arbeiten durch H5000 (Pan-Biotech, Aidenbach) ersetzt, Unterschiede in den mAk54 
Akkumulationsleveln zwischen den beiden Medien konnte nicht beobachtet werden (Daten 
nicht gezeigt). 
 
3.1.2 Produktion des mAk54 
Zur Produktion des mAk54 wurden zwei Einwegbioreaktoren der Firmen Corning und 
Sartorius verwendet und bezüglich des Preis/Leistungsniveaus beurteilt. Beide Reaktoren 
haben gemein, dass keine externe Steuerung oder Überwachung notwendig ist und diese somit 
in Standardinkubatoren eingesetzt werden können.  
1. HyperFlask (Corning): ca. 200 cm2 Standfläche, jedoch zehn separat belüftete Böden, 
wodurch eine extrem hohe Oberfläche (1750 cm2) erreicht wird, Füllvolumen 550 ml. 
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2. Celline (Sartorius): DINA4 Standfläche, separates durch eine 10 kDa Membran vom 
Nährstoffvorrat getrenntes 15 ml Kompartiment zum Wachstum der Zellen. Bedingt 
durch die spezielle Bauform des Reaktors liegt der produzierte Antikörper 
ausschließlich im Wachstumskompartiment vor. Volumen des 
Nährstoffkompartimentes: 1 l. 
 
Beide Kulturgefäße sind für den einmaligen Gebrauch vorgesehen, konnten jedoch bis zu 40x 
wiederbefüllt werden (Daten nicht gezeigt). Bedingt durch die Verwendung von 
vollsynthetischem Medium wurde untersucht, ob die Qualität und Reinheit des im 
Kulturüberstand befindlichen mAk54 bereits ohne eine chromatographische Reinigung 
ausreichend hoch für Folgeexperimente ist. Dazu wurde der Kulturüberstand einer 
HyperFlask mittels Tangentialflußfiltration (TFF) konzentriert und mit dem Überstand des 
Wachstumskompartimentes eines Cellinereaktors verglichen (Abbildung 3). Darüber hinaus 
wurden beide Kulturgefäße hinsichtlich Handhabbarkeit sowie der Menge an produziertem 
mAk54 verglichen (Tabelle 25). Unter Berücksichtigung 
der hohen eingesetzten Antikörpermengen (8 µg), weisen 
beide Überstände nur einen geringen Anteil an 
Wirtszellkontaminationen auf: HyperFlask ca. 30 %. 
Celline ca. 45 %20. Die Integrität des mAk54 wurde 
mittels Immunoblot überprüft (Daten nicht gezeigt). 
Dabei konnten weder im HyperFlask- noch im 
Cellineüberstand Hinweise für eine Degradation des 
mAk54 gefunden werden in beiden Fällen wurde 
ausschließlich intakter mAk54 nachgewiesen. Die 
Reinheit des mAk54 im Kulturüberstand war für die 
weitere Nutzung allerdings nicht ausreichend hoch, so 
dass verschiedene Methoden der Proteinreinigung erprobt 
wurden (3.1.3.). 
 
 
                                                 
20 Densitometrisch via AIDA bestimmt: Peakfläche der Antikörperbande in Relation zum Gesamtflächensignal 
Abbildung 1: Vergleich der mAk54 Qualität nach Produktion in HyperFlask- und Cellinebioreaktoren 
Gezeigt sind Proben des mittels TFF (30 kDa MWCO) konzentrierten Überstandes der Hyperflask- (1) sowie der 
Überstand des Wachstumskompartiments eines Cellinebioreaktors (2) auf einem 4-20% (w/v) PAGE Gel 
(Invitrogen, das Gel wurde entsprechend der Herstellerangaben verwendet) unter nicht reduzierenden Bedingungen. 
Es wurden jeweils 8 µg mAk54 aufgetragen. M = PageRuler Proteinleiter. 
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Tabelle 25: Beurteilung des Preis- und Leistungsniveaus der Celline und HyperFlask Bioreaktoren  
Die hier aufgeführten Kosten beziehen sich ausschließlich auf die Verbrauchmaterialien, eine genauere 
Evaluation inkl. der anfallenden Personalkosten erfolgt in Abschnitt 3.1.4. Die Produktivitäten der beiden 
Reaktoren hinsichtlich der mAk54 Akkumulation wurden in drei unabhängigen Experimenten bestimmt, die 
Inokulierung und Inkubation erfolgte dabei nach Herstellerangaben. Der in HyperFlask-Reaktoren produzierte 
Antikörper wurde nach der Ernte des Mediumüberstandes mittels TFF (Sartorius VivaFlow 50) nach 
Herstellerangaben konzentriert. *Verwendung von serumhaltigem Medium im Nährstoffkompartiment. 
 
 Celline HyperFlask 
Preis/Stück  100 € 50 € 
Volumen 1 l 560 ml 
Produktivität/Reaktor und Lauf 39±10 mg 24±2mg 
Wieder verwendbar > 20x 3-4x 
Zusatzkosten  TFF, 35 €/Stück 
Mediumkosten/Lauf 46 €   /  3 €* 23 € 
Kosten für 100 mg mAk54 238€ /  109 €* 282 € 
 
 
 
Im Gegensatz zu den HyperFlask-Reaktoren erlaubt die physikalische Trennung des 
Wachstums- vom Nahrstoffkompartiment in den Cellinebioreaktoren den Einsatz von Serum-
supplementiertem Medium zur Produktion des mAk54. Beide Kompartimente sind durch eine 
permeable 10 kDa Membran getrennt, sodass es nicht zu einer Vermischung 
höhermolekularer Bestandteile aus beiden Kompartimenten kommen kann. Daher kann das 
Wachstumskompartiment mit vollsynthetischem, das Nährstoffkompartiment mit Serum-
supplementiertem Medium befüllt werden, ohne dass es dabei zu einer Kontamination des 
mAk54 mit bovinen Ig oder anderen höhermolekularen Bestandteilen des Serum-
supplementierten Mediums kommt (Abbildung 4). 
 
Nährstoff-
kompartiment
Wachstums-
kompartiment
Nährstoffe Abfallstoffe
O2 CO2
HybridomazellenNährstoffe
Abfallstoffe
mAk54
Bovine Ig
Membran, 10kDa
Porengröße
Gas permeable 
Membran   
Abbildung 4: Darstellung des Cellinebioreaktors 
Der Cellinebioreaktor setzt sich aus zwei, durch eine permeable Membran (10 kDa Porengröße) von einander 
getrennten Kompartimenten zusammen. Das größere Nährstoffkompartiment (Volumen 1l) kann sowohl mit 
vollsynthetischem wie auch serum supplementiertem Medium befüllt werden. Das kleinere Kompartiment 
umfasst nur 15 ml, die zu kultivierenden Zellen sowie der sezernierte mAk54 befinden sich ausschließlich in 
diesem Bereich des Reaktors. Das Zellwachstumskompartiment wird nur mit vollsynthetischem Medium befüllt. 
Durch die geringe Porengröße der Trennmembran ist eine Kontamination des mAk54 mit höhermolekularen 
Bestandteilen des verwendeten Nährstoffmediums, wie etwa bovinen Ig, ausgeschlossen. Ebenso wenig kann der 
mAk54 vom Wachstums- in das Nährstoffkompartiment gelangen und so verdünnt werden. 
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Die Einsparungen hinsichtlich der Medienkosten betragen dabei 95 % pro Lauf, eine 
qualitative Verschlechterung des mAk54 oder Kontamination mit bovinen Ig konnte via SDS-
PAGE und Immunoblot (Daten nicht gezeigt) nicht nachgewiesen werden. Bedingt durch 
diesen Vorteil sowie der relativ geringen Unterschiede hinsichtlich Qualität und Ausbeute 
wurden zur weiteren Produktion des mAk54 ausschließlich Cellinebioreaktoren verwendet.  
Ein detaillierter Kosten- Nutzenvergleich der Verwendung von Serum-supplementiertem und 
vollsynthetischem Medium ist in Abschnitt 3.1.2.1 aufgeführt. 
3.1.2.1 Zellwachstum und Antikörperproduktion in Cellinebioreaktoren 
Um den optimalen Erntezeitpunkt in den Cellinebioreaktoren bestimmen zu können wurde die 
Antikörperakkumulation in Abhängigkeit des verwendeten Mediums - Serum-supplementiert 
oder vollsynthetisch - sowie der Inkubationszeit bestimmt. Die Wachstumskompartimente 
von sechs Cellinebioreaktoren wurden mit 15 ml des vollsynthetischen Mediums H5000 
(Inokulum 3*106 Zellen), die Nährstoffkompartimente von jeweils drei Reaktoren mit 
vollsynthetischem bzw. Serum-supplementiertem Medium befüllt und unter 
Standardbedingungen inkubiert (2.4.7.5). Als deskriptive Faktoren wurden die 
Lebendzellzahl, die Konzentration des mAk54 (2.4.7.4), Osmolarität und pH-Wert des 
Mediums sowie die Glucosekonzentration in 24 h Intervallen über einen Zeitraum von elf 
Tagen erfasst (Abbildung 5). Aufgrund des geringen Volumens des Wachstums-
kompartimentes der Cellinereaktoren konnten nur 200 µl Probe pro Tag entnommen werden, 
daher war die Messung des pH-Wertes nur über Indikatormessstreifen durchführbar. Bedingt 
durch die geringe Sensitivität der Messstreifen konnten jedoch keine Unterschiede zwischen 
den einzelnen Proben ausgemacht werden (Daten nicht gezeigt).  
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Abbildung 5: Akkumulation des mAk54 in Cellinebioreaktoren  
Vergleich der mAk54 Akkumulation in Cellinebioreaktoren in Abhängigkeit der Inkubationszeit sowie des 
verwendeten Mediums. Die Nährstoffkompartimente von jeweils drei Reaktoren wurden mit Serum-
supplementiertem (SS) bzw. mit vollsynthetischem (VS) Medium befüllt, während die 
Wachstumskompartimente ausschließlich vollsynthetisches Medium enthielten, Inokulum 3*106 Zellen. In 24 h 
Intervallen wurden Osmolarität (Osmomat 030, Gonotec), Lebendzellzahl (CASY; Roche) sowie die Glukose 
(Accu-Chek, Roche) und Antikörperkonzentration (2.4.7.4) im Wachstumskompartiment bestimmt. n = drei 
biologische Replikate. A: Mittlere mAk54 Akkumulation pro Reaktor und Lebendzellzahl, B: Mittlere 
Glukosekonzentration und Osmolarität. 
 
Unabhängig von der Art des verwendeten Mediums konnte nach 4-5 Tagen der Übergang der 
Zellen von der lag- zur exponentiellen Wachstumsphase beobachtet werden. Mit etwa einem 
bzw. zwei Tagen Verzögerung zu Beginn der exponentiellen Phase ist ein steiler Anstieg der 
Antikörperkonzentration zu verzeichnen, die nach ca. zehn Tagen ein konstantes Niveau von 
43 mg mAk54 pro Reaktor (Serum-supplementiertes Medium) bzw. 53 mg mAk54 pro 
Reaktor (vollsynthetisches Medium) einnimmt. Während der Wachstumsphase nahm die 
Glukosekonzentration des Serum-supplementierten Mediums stetig ab, während im 
vollsynthetischen Medium aufgrund des Erreichens des oberen Detektionslimits des 
verwendeten Messgerätes keine Veränderungen der Konzentration bestimmt werden konnten. 
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Die Osmolarität schwankte in beiden Fällen leicht um den jeweiligen Startwert, ein Trend war 
jedoch nicht auszumachen. Bei der Verwendung von vollsynthetischem Medium wurde eine 
leicht erhöhte Produktakkumulation im Vergleich zu Serum-supplementiertem Medium 
festgestellt. Ob diese jedoch den höheren Preis des Mediums rechtfertigt wird in späteren 
Experimenten genauer untersucht (3.1.4). Generell wurden keine Punkte gefunden, die gegen 
den Einsatz von Serum-supplementieren Medium im Nährstoffkompartiment sprechen.  
3.1.2.2 Mehrfachnutzung der Cellinereaktoren 
In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) konnten einzelne Cellinereaktoren bis zu 40x 
wiederbefüllt werden, ohne einen Verlust der Produktivität zu vermerken. Um diese Resultate 
zu verifizieren, wurden im nachfolgenden Experiment drei Reaktoren unter identischen 
Bedingungen inkubiert, geerntet und wiederbefüllt (2.5.1). In allen Experimenten wurde 
Serum-supplementiertes Medium im Nährstoff- und vollsynthetisches Medium im 
Wachstumskompartiment verwendet. Bei der initialen Befüllung konnte die maximale 
Produktivität von durchschnittlich 43 mg/Reaktor erst nach zehn Tagen, bei allen 
Wiederbefüllungen bereits nach sieben Tagen erreicht werden (Abbildung 6). Die Daten 
belegen eindeutig, dass eine Wiederbefüllung der Cellinereaktoren ohne Verlust der 
Produktivität für einen Zeitraum von einem Monat durchführbar ist, eine qualitative 
Verschlechterung des Antikörpers in Bezug auf die Integrität und Reinheit konnte nicht 
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 6: mAk54 Ausbeute bei Mehrfachnutzung der Cellinebioreaktoren  
Gezeigt sind die mittleren mAk54 Konzentrationen (2.4.7.4) pro Reaktor (n = drei biologische Replikate). Die 
mAk54 Konzentration wurde bei der ersten Befüllung sieben und zehn Tage nach Inokulierung (Inokulum 3*106 
Zellen/Reaktor) bestimmt, bei den weiteren Befüllungen ausschließlich nach jeweils sieben Tagen. Der letzte 
Balken zeigt die durchschnittliche mAk54 Konzentration pro Reaktor und Ernte, bezogen auf die hier 
abgebildeten vier Ernten. Bei der Ernte wurde der Inhalt des Wachstumskompartimentes unter sterilen 
Bedingungen entnommen. Die Zellen wurden sedimentiert, in frischem, vollsynthetischem Medium 
resuspendiert und im Verhältnis 1:10 für die weitere Produktion in das Wachstumskompartiment der Reaktoren 
zurück überführt. Der Inhalt des Nährstoffkompartimentes wurde verworfen und durch frisches, Serum-
supplementiertes Medium ersetzt. 
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3.1.3 Reinigung des mAk54 
Zur weiteren Verwendung musste der mAk54 von kontaminierenden Proteinen abgetrennt 
werden. Für die initialen Reinigungsexperimente wurden Protein A und Protein G Matrices 
(GE Healthcare) sowie das „mixed-mode“ Sorbens MEP HyperCel (Pall) verwendet. 
Für den Vergleich der Sorbenzien wurde der in Cellinereaktoren produzierte mAk54 (3.1.2) 
auf Protein A, Protein G oder MEP Matrices geladen. Der Antikörper wurde in einem 
abnehmenden pH Gradienten eluiert und die jeweiligen Ausbeuten an mAk54 über die 
Elutionspeakflächen bestimmt (2.4.7.3) und verglichen. Dabei konnte keine Bindung des 
mAk54 an Protein A nachgewiesen werden, die Bindung an Protein G und MEP HyperCel 
war dagegen vergleichbar (Abbildung 7). Die Elution der Antikörper konnte bei Verwendung 
von Protein G bei pH 3,4/2,9 (Peak Anfang/Peak Mitte), bei MEP hingegen schon bei einem 
milderen  pH von 5,1/4,5 erreicht werden.  
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Abbildung 7: Reinigung des mAk54 über Protein A, Protein G oder MEP Sorbenzien 
In allen Experimenten wurden jeweils 2 ml 54K(5) Kulturüberstand auf 1 ml Sorbens (Säule: Tricorn 5/10) mit 
0,2 ml/min geladen. Der gebundene mAk54 wurde mit einem linearen pH Gradienten (pH 7,0 – 2,5 über 15 min, 
1 ml/min) eluiert. Die Proteindetektion erfolgte über die Messung der optischen Dichte bei 280nm. 
 
In nachfolgenden Experimenten wurde der Einfluss der Flussrate auf das Bindeverhalten des 
mAk54 an Protein G bzw. MEP untersucht. Dazu wurde die Geschwindigkeit, mit der die 
Probe aufgetragen wurde, sukzessive von 0,2 ml/min auf 2 ml/min erhöht (Tabelle 26.). 
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Tabelle 26: Einfluss der Flussrate auf das Bindeverhalten von mAk54 an MEP oder Protein G 
Für jedes Experiment wurde 1 ml 54k(5) Kulturüberstand mit 1 mg mAk54/ml auf jeweils 1 ml Sorbens (Säule: 
Tricorn 5/10) aufgetragen. Nach jedem Lauf wurde das Sorbens entsprechend der Herstellerangaben regeneriert, 
die Elution der gebundenen Antikörper erfolgte mit einem linearen pH-Gradienten (pH 7,0 – 2,5 über 15 min). 
Angegeben sind die Elutionspeakflächen in Relation zur volumetrischen und linearen Flussrate. Die Berechnung 
der Elutionspeakflächen erfolgte mit Hilfe der Unicorn 5.1 Software. Die Peakfläche ist direkt proportional zur 
Konzentration des eluierten Proteins und wird angegeben in mAU 280nm * ml. 
 
Flussrate [ml/min ; cm/h] MEP [mAU*ml] Protein G [mAU*ml] 
0,2 ; 61 1275 1140 
0,5 ; 153 1369 1192 
1,0 ; 305 1407 1207 
2,0 ; 610 1276 1199 
 
Eine Veränderung der Elutionspeakflächen in Abhängigkeit der Flussrate, mit der die Probe 
auf das Sorbens aufgebracht wurde, konnte im untersuchten Messbereich weder bei Protein G 
noch bei MEP beobachtet werden (Tabelle 25). Somit ist die Probenauftragsgeschwindigkeit 
kein limitierender Faktor bei der Reinigung des mAk54 über Protein G oder MEP, es ist 
jedoch zu berücksichtigen, dass die Kapazität der in diesen Experimenten verwendeten 
Sorbenzien mindestens 10x größer war als die eingesetzte Antikörpermenge.  
3.1.3.1 Einfluss der Antikörperkonzentration auf das Bindeverhalten zwischen mAk54 
 und MEP 
Laut Herstellerangaben ist für eine effiziente Bindung der Antikörper an das MEP Sorbens 
eine Antikörperkonzentration zwischen 50 und 100 µg/ml erforderlich. Im nachfolgenden 
Experiment wurde jeweils 1 mg mAk54 (2.5) auf 1 ml MEP Sorbens (Säule: Tricorn 5/10) in 
verschiedenen Konzentrationen zwischen 
1 mg/ml und 15 µg/ml aufgetragen. Die 
Auswertung erfolgte über den Vergleich der 
Elutionspeakflächen, wobei ein Zusammenhang 
zwischen der Konzentration und Ausbeute 
festgestellt wurde (Abbildung 8): Je geringer die 
Konzentration des mAk54 in dem untersuchten 
Messbereich, desto höher die Gesamtausbeute an 
gereinigtem mAk54 in der Elutionsfraktion. 
 
 
Abbildung 8: Einfluss der Antikörperkonzentration auf das Bindeverhalten zwischen mAk54 und MEP 
Dargestellt ist der Vergleich der mAk54 Elutionspeakflächen in Abhängigkeit der Probenkonzentration. 
Verwendet wurde mAk54 in den Konzentrationen 1000, 500, 125, 62, 31 und 15 µg/ml. In jedem Experiment 
wurde 1 mg mAk54 in den jeweiligen Konzentrationen auf 1 ml MEP Sorbens (Säule: Tricorn 5/10) mit 
1 ml/min aufgetragen. Die Berechnung der Peakflächen erfolgte mittels Unicorn 5.1. 
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Dieses Experiment belegt, dass im Gegensatz zur Geschwindigkeit, mit der der Antikörper 
auf das MEP Sorbens aufgebracht wurde, dessen Konzentration offenbar einen deutlichen 
Einfluss auf die Reinigungsleistung ausübt und somit in späteren Experimenten berücksichtigt 
wurde (3.1.3.2). 
3.1.3.2 Qualität und Ausbeute des mAk54 nach Reinigung über MEP 
Laut Herstellerangaben besitzt das MEP HyperCel Sorbens eine spezifische Kapazität von ca. 
37 mg/ml für murine IgG1. Da ein Zusammenhang zwischen der Konzentration des mAk54 
im Kulturüberstand und der Ausbeute nach der Reinigung besteht (3.1.3.1), wurde die 
Probenauftragsgeschwindigkeit begrenzt. Die Auftragsgeschwindigkeit alleine ist kein 
limitierender Faktor (3.1.3) wenn die Kapazität des Sorbens deutlich höher ist als die Menge 
des zu reinigenden Antikörpers. Nähert sich die Menge des Antikörpers der maximalen 
Kapazität des Sorbens an, kann es bei einer zu geringen Verweilzeit zu Ausbeuteverlusten 
kommen. Daher wurde die Probenauftragsgeschwindigkeit auf maximal 150 cm/h begrenzt, 
zudem wurde eine „Arbeitskapazität“ des MEP Sorbens von 10 mg/ml angenommen. Somit 
ist auch bei einer hohen Antikörperkonzentration im Mediumüberstand eine effiziente 
Bindung an das Sorbens gewährleistet. 
Bei den ersten Reinigungen des mAk54 via MEP wurden nur Ausbeuten zwischen 49 und 
69 % erzielt (Tabelle 27). Durch Zugabe von 10 mM Na4EDTA in den Kulturüberstand zur 
Komplexierung des im Medium befindlichen „Eisencarriers“, der ebenfalls eine gewisse 
Affinität zum MEP Liganden aufweist, konnte die Ausbeute im weiteren Verlauf auf 95 % 
gesteigert werden (Tabelle 27). 
 
Tabelle 27: Ausbeute an mAk54 bei der Reinigung via MEP 
In den Experimenten 1 und 2 wurde eine 1 ml Matrix (Tricorn 5/10), in den weiteren Experimenten eine 10 ml 
Matrix (XK 16/20) verwendet, die Flussraten betrugen jeweils 100 cm/h. Die Matrix wurde nach jedem Lauf 
entsprechend der Herstellerangaben regeneriert (2.7.3). Die Experimente 1-3 wurden ohne, die Experimente 4-5 
mit Zugabe von 10 mM Na4EDTA in den Zellkulturüberstand durchgeführt. Die Quantifizierung des mAk54 
erfolgte mittels ELISA (2.4.7.4) 
 
Nr. Überstand  [mg mAk54] 
Durchfluss 
[mg mAk54] 
Waschfraktion 
[mg mAk54] 
Elution 
[mg mAk54] 
Ausbeute 
[%] 
 
 
1 10 3,1 0,6 4,9 49 
2 6,2 0,38 0,12 3,8 61 
3 45,9 1 0,7 31,6 69 
4 106 16 5,1 78 74 
5 36,8 0,7 0,6 35 95 
 
In einem nachfolgenden Experiment wurde der qualitative Unterschied des mAk54 
hinsichtlich Integrität und Reinheit bei der Reinigung via Protein G oder MEP verglichen. 
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130
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55
40
35
25
15
Dabei wurden gleiche Mengen 54k(5) Kulturüberstand unter den zuvor experimentell 
bestimmten optimalen Bedingungen auf die beiden Sorbenzien geladen und eluiert (3.1.3) 
Die Qualität des via MEP gereinigten Antikörpers ist vergleichbar der einer Reinigung via 
Protein G (Abbildung 9), eine Beeinträchtigung der Integrität des mAk54 konnte nicht 
nachgewiesen werden. Nach densitometrischer 
Auswertung der Elutionsfraktionen im SDS Gel 
beträgt die Reinheit des mAk54 nach MEP ca. 90 %, 
nach Protein G ca. 85 %. Unterscheide hinsichtlich 
der Ausbeute konnten ebenfalls nicht nachgewiesen 
werden (3.1.3). Da zwischen MEP und Protein G 
hinsichtlich Handhabung und Qualität des eluierten 
mAk54 keine Unterschiede bestehen, wurde in allen 
nachfolgenden Experimenten das günstigere MEP 
HyperCel Sorbens zur Reinigung des mAk54 
verwendet. 
Abbildung 9: Reinigung des mAk54 über MEP oder Protein G  
In beiden Experimenten wurde 1 ml des jeweiligen Sorbens (Tricorn 5/10) verwendet und mit 10 ml 54k(5) 
Kulturüberstand [2,5 mg mAk54/ml] beladen. Die Elution erfolgte bei pH 3,5 (Protein G), bzw. 4,5 (MEP). Es 
wurden Ausbeuten von jeweils ca. 95% erzielt (2.4.7.4). K: Kulturüberstand; E: Elutionsfraktion, Alle Proben 
wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen analysiert. 
3.1.4 Bilanzierung der mAk54 Bereitstellungskosten 
Ein wesentlicher Teil, der zur Reduzierung der Bereitstellungskosten für den mAk54 beiträgt, 
ist die Bilanzierung des Gesamtprozesses, um die Schwachstellen zu identifizieren und 
vorhandene Potentiale voll auszuschöpfen. Dazu wurden alle den Bereitstellungsprozess 
betreffende Posten inklusive Personal- und Sachmittelkosten erfasst und ausgewertet. 
Dadurch konnten die optimalen Bedingungen für eine möglichst effiziente Produktion und 
Reinigung des mAk54 bestimmt werden (3.1.4.2).  
3.1.4.1 Produktion des mAk54  
Diese erste Bilanzierung umfasst den gesamten Prozess zur Produktion einer definierten 
Menge mAk54. Die in Tabelle 28 zusammengefassten Daten umfassen die Kosten für den 
Betrieb eines Cellinebioreaktors über einen Zeitraum von zehn Tagen. Als besonders 
kostenintensive Punkte stellten sich dabei die Posten des Bioreaktors sowie der 
Inkubatoreinheit21 heraus. Der für diese Experimente verwendete Inkubator besitzt Raum für 
                                                 
21 Standardinkubator für die Kultivierung von tierischen Zellkulturen (Thermo Scientific)  
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die parallele Inkubation von maximal zwölf Cellinebioreaktoren, wodurch die 
Inkubatorkosten pro Einheit deutlich gesenkt werden können (Tabelle 29). Ebenso relativieren 
sich die Anschaffungskosten der Cellinebioreaktoren durch eine wiederholte 
Wiederbefüllung. 
 
Tabelle 28: Grundkosten für den Betrieb eines Cellinebioreaktors bei einmaliger Befüllung 
Die Medienkosten pro Einheit beziehen sich auf die Verwendung von vollsynthetischem Medium im 
Wachstums- und Serum-supplementiertem Medium im Nährstoffkompartiment. Die veranschlagten Kosten für 
die Nutzung des Inkubators sind Abschätzungen und beinhalten sowohl den Strom- als auch den CO2-Verbrauch. 
Die notwendigen Verbrauchsmittel wie Pipetten und Reaktionsgefäße sind in dem Posten „Allgemeine 
Verbrauchsmittel“ zusammengefasst. *Die Kosten für Serum-supplementietes Medium betragen 3 €/l die für 
vollsynthetisches Medium (H5000, Pan, Stand: Juli 2010) 46 €/l. **Kosten bei Nutzung von vollsynthetischem 
Medium im Nährstoffkompartiment. 
 
Posten Preis/Einheit [€] Einheiten/Reaktor 
 
 
Cellinebioreaktor [Stück] 100 1 
Medium [l] 3/46* 1 
Personenstunden (TA) 51,73 0,33 
Inkubatoreinheit [24h] 2 10 
Allg. Verbrauchsmittel 5 1 
Gesamtkosten  150/193 €** 
 
Anhand der in Tabelle 28 aufgeführten Kosten für den Betrieb eines Cellinebioreaktores 
wurden die anfallenden Kosten für den parallelen Betrieb mehrerer Reaktoren hochgerechnet.  
Der einzige, von der Anzahl der Reaktoren unabhängige Faktor stellt der Posten der 
Inkubatoreinheit dar. Bedingt durch das maximale Fassungsvermögen von zwölf Reaktoren, 
fallen keine zusätzlichen Kosten bis zum Erreichen der Kapazitätsgrenze des Inkubators an. 
 
Tabelle 29: Grundkosten für den parallelen Betrieb mehrerer Cellinebioreaktoren 
Basierend auf den in Tabelle 28 aufgeführten Daten sind hier exemplarisch die Grundkosten für den parallelen 
Betrieb von einem, sechs und zwölf Reaktoren aufgelistet. Alle Kosten beziehen sich auf eine einmalige 
Nutzung des Reaktors ohne Wiederbefüllung. *Kosten bei Nutzung von vollsynthetischem Medium im 
Nährstoffkompartiment. 
 Anzahl parallel genutzter Reaktoren (einmalige Nutzung!) 
Posten 1 6 12 
Cellinebioreaktor 100 600 1200 
Medium  3/46* 18/276 36/552 
Personenstunden (TA) 17 102 204 
Inkubatoreinheit [24h] 20 20 20 
Allg. Verbrauchsmittel 5 30 60 
Gesamtkosten  150 €/193 €* 770 €/1028 € 1520 €/2036 € 
 
Nach dem in Tabelle 29 gezeigten Schema wurden die Grundkosten für den Betrieb von 
einem bis zwölf Reaktoren inklusive Ernten und Wiederbefüllungen für einen Zeitraum von 
59 Tagen extrapoliert (Abbildung 10). Die zu erwartenden mAk54 Mengen pro Ernte wurden 
aus den zuvor experimentell bestimmten Daten abgeleitet (3.1.2.2). 
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Abbildung 10: Extrapolation der mAk54 Produktionskosten 
Dargestellt sind die auf Grundlage von Tabelle 28 und 29 sowie Kapitel 3.1.2.2 berechneten Kosten für die 
Bereitstellung des mAk54 in Abhängigkeit der Anzahl der Ernten, des Mediums sowie der parallel genutzten 
Reaktoren. A: Verwendung von Serum-supplementiertem Medium, B: Verwendung von vollsynthetischem 
Medium im Nährstoffkompartiment der Cellinebioreaktoren. Exemplarisch sind drei Bereiche farblich 
hervorgehoben, in denen der mAk54 für weniger als 1 €/mg (grün), zwischen 1,9-2 €/mg (gelb) sowie zwischen 
2,9-3 €/mg (rot) produziert werden kann. Die vollständige Liste der für diese Darstellungen verwendeten Daten 
ist dem Anhang zu entnehmen (7.2). 
 
Der direkte Vergleich der beiden Betriebsarten belegt eindeutig den Vorteil des Serum-
supplementierten Mediums. Trotz der Tatsache, dass die durchschnittliche Produktivität der 
54k(5) Zelllinie bei der Verwendung von vollsynthetischem Medium um etwa 20 % höher ist 
(3.1.2.1), kann der mAk54 bei der Nutzung von Serum-supplementiertem Medium deutlich 
kostengünstiger produziert werden ohne die Qualität und Reinheit des Antikörpers zu 
reduzieren.  
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Abbildung 11: Extrapolation der mAk54 Produktionsmengen 
Dargestellt sind die auf Grundlage von Kapitel 3.1.2.2 berechneten durchschnittlichen mAk54 
Produktionsmengen in Abhängigkeit der Anzahl der Ernten, des Mediums sowie der parallel genutzten 
Reaktoren. A: Verwendung von Serum-supplementiertem Medium, B: Verwendung von vollsynthetischem 
Medium im Nährstoffkompartiment der Cellinebioreaktoren. Exemplarisch sind zwei Bereiche farblich 
hervorgehoben: Blau, mAk54 Produktionsmenge: 1 g; rot, mAk54 Produktionsmenge: 3 g. Die vollständige 
Liste der für diese Darstellungen verwendeten Daten ist dem Anhang zu entnehmen (7.2). 
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Bedingt durch die höhere Produktivität in vollsynthetischem Medium werden höhere 
Antikörpermengen pro Zeiteinheit erreicht (Abbildung 11). So kann beispielsweise die Menge 
von 1 g mAk54 bei der parallelen Nutzung von sechs Reaktoren bereits nach drei Ernten 
erzielt werden, wohingegen mit Serum-supplementierten Medium für die gleiche Menge acht 
Reaktoren bei drei Ernten bzw. sechs Reaktoren und vier Ernten benötigt werden. Die dafür 
anfallenden Kosten belaufen sich bei Verwendung von vollsynthetischem Medium auf 
1885 €, bei Nutzung von Serum-supplementiertem Medium auf 1460 € bzw. 1281  €. Der 
Einsatz von Cellinebioreaktoren erlaubt eine flexible, kostengünstige und skalierbare 
Produktion des mAk54. Die spezielle Bauform dieser Reaktoren ermöglicht die Verwendung 
von Serum-supplementiertem Medium, wodurch die Bereitstellungskosten des mAk54 im 
Vergleich zur Produktion in vollsynthetischem Medium um bis zu 40% gesenkt werden 
konnten, was allerdings längere Kultivierungszeiten erfordert.  
3.1.4.2 Reinigung des mAk54 
Die zweite Bilanzierung umfasst die Reinigung des mAk54 nach der Produktion inklusive der 
Entsalzung bzw. Umpufferung nach der Affinitätsreinigung via MEP. Zur Berechnung der 
anfallenden Kosten wurden alle benötigten Verbrauchsmittel wie Filtrationseinheiten, Puffer 
und Lösungen erfasst. Zudem wurden die anfallenden Personal- und Gerätekosten 
berücksichtigt. In Tabelle 30 sind die Grundkosten der jeweiligen Posten aufgeführt, während 
in Tabelle 31 exemplarisch der Aufwand für die Reinigung von 1 g mAk54 gezeigt ist.  
 
Tabelle 30: Posten bei der Antikörperreinigung via MEP 
Dargestellt sind die allgemeinen Verbrauchs-, Personal und Gerätekosten. In Abhängigkeit des Prozessvolumens 
des zu reinigenden mAk54 werden unterschiedliche Quantitäten der jeweiligen Posten benötigt. Ein Beispiel 
dazu ist Tabelle 31 zu entnehmen. *Die Kosten für das Sorbens berechnen sich aus dem Grundpreis von 4 €/ml 
und der zu erwartenden durchschnittlichen Lebensdauer von 40 Anwendungszyklen.  
 
Posten Grundpreis [€] 
Gerätekosten pro Stunde  20 
Personenstunden (TA) 51,73 
Puffer & Lösungen [l] 2 
MEP*, Kapazität 10mg IgG1/ml 0,1/ml 
Allg. Verbrauchsmittel [€] 2 
 
Tabelle 31: Darstellung des Kostenaufwandes für die Reinigung von 1 g mAk54 
Die Aufgeführten Kosten- und Zeiteinheiten basieren auf der Verarbeitung von 400 ml Kulturüberstand, der eine 
Gesamtmenge von 1,1 g mAk54 beinhaltet.  
3 
Schritt Personen-stunden 
Geräte-
stunden Puffer 
Verbrauchs-
mittel Kosten [€] 
 
Probenvorbereitung 1 - - 2 55,7 
Vorbereitung der Anlage 2 2 5 - 153,5 
Laden der Probe - 0,7 0,5 Matrix: 100 26,5 
Elution/Regenerierung - 2 1,5 2 47,5 
Entsalzung 1 2 3 2 97,7 
Reinigen der Anlage 0,5 1 2 - 49,7 
    Gesamt 430,6 € 
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Der Gesamtkostenaufwand für die Reinigung von 1 g mAk54 beträgt somit ca. 430 €. Unter 
Berücksichtigung der in Abschnitt 3.1.4.1 aufgestellten Berechnungen hinsichtlich der 
Produktion, betragen die Bereitstellungskosten für 1 g mAk54 ca. 1710 €22 inklusive 
Proteinreinigung und Entsalzung. Würde anstatt MEP Protein G zur Reinigung des mAk54 
eingesetzt werden, würden sich die Gesamtkosten nur unwesentlich erhöhen. Vorausgesetzt, 
dass Protein G wie das MEP Sorbens ebenfalls über eine zu erwartende Lebensdauer von 40 
Anwendungszyklen verfügt, beträgt der Preis für die einzusetzende Menge an Protein G ca. 
100 €, wodurch sich die Gesamtkosten für die Bereitstellung von 1 g mAk54 von 1710 € auf 
1800 € erhöhen würden. Auf eine weitere Reinigung des mAk54 mittels präparativer 
Gelfiltration oder anderen Mehtoden wurde verzichtet, da die Reinheit von >95% nach dem 
MEP Schritt für alle nachfolgenden Anwendungen ausreichend hoch war. 
3.2 Optimierung des Epitoptag 54 
In vorangegangenen Arbeiten [40] wurde der Tag54 bereits zur Reinigung des rekombinant in 
N. tabacum exprimierten Modellproteins Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) eingesetzt. 
Dabei wurden reproduzierbare Ausbeuten und Reinheiten von nahezu 100 % erzielt, die 
Elution des gebundenen Proteins konnte jedoch ausschließlich durch eine Absenkung des pH-
Wertes auf 2,5 erreicht werden, was zu einer irreversiblen Denaturierung von ca. 80-85 % des 
eluierten Proteins führte. Um eine Variante des Tag54 zu entwickeln deren 
Wechselwirkungen zum mAk54 unter Bedingungen gelöst werden können, die nicht zu einer 
Denaturierung des zu reinigenden Proteins führen, wurde zunächst die Struktur des Tag54 
mittels Alaninscan untersucht und somit die für die Wechselwirkung zwischen Tag und 
Antikörper essentiellen Aminosäuren innerhalb der Tag54 Sequenz identifiziert (3.2.1.1). 
Basierend auf diesen Daten wurden weitere, rationell entwickelte Tag54 Varianten hergestellt, 
bei denen Substitutionen in den essentiellen Positionen mit ähnlichen oder gegensätzlichen 
Aminosäuren durchgeführt wurden. Diese Varianten wurden mittels Peptidscan untersucht 
und hinsichtlich ihrer kinetischen Parameter verglichen (3.2.1.2). Das Ziel dieser 
Untersuchungen war, eine Tag54 Variante zu generieren, die in ihrem Bindeverhalten 
(Assoziation) dem Originalpeptid ähnelt, jedoch unter weniger harschen Bedingungen vom 
Antikörper abzulösen ist (Dissoziation). Drei vielversprechende Varianten sowie drei 
Referenzvarianten wurden im Anschluss in einem Hochdurchsatzpufferscreening Experiment 
                                                 
22 Produktion des mAk54 erfolgt in sechs parallel betriebenen Cellinebioreaktoren. Jeweils vier Ernten bei 
   Verwendung von Serum-supplementiertem Medium im Nährstoffkompartiment. 
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verschiedenen Elutionspuffern ausgesetzt (3.2.2). Dabei wurde die Elutionseffizienz aller 
Puffer in Abhängigkeit der jeweiligen Tag54 Variante erfasst und bewertet.  
3.2.1 Charakterisierung der Tag54/mAk54 Interaktion 
Zunächst wurden per Alaninscan die für die Interaktion zwischen mAk54 und Tag54 
essentiellen Positionen innerhalb der zwölf Aminosäuren umfassenden Tag54 Sequenz 
(KHIKDWEHLEEF) identifiziert. Dazu wurden die zwölf Alaninscanpeptide (2.4.4.1) sowie 
die beiden verkürzten Varianten des Tag54 - P2 (IKDWEHLE) und P3 (KDWEHL) - via 
ELISA und SPR hinsichtlich der Bindung an den mAk54 analysiert. Alle Peptide wurden C-
terminal biotinyliert, um die korrekte Ausrichtung der Peptide zu gewährleisten. Vor den 
Messungen wurden die optimalen Parameter zur Durchführung der Versuche experimentell 
bestimmt (3.2.1.1). 
3.2.1.1 Alaninscan-ELISA 
Um eine möglichst hohe Empfindlichkeit des Alaninscan-ELISA zu gewährleisten wurden 
zunächst verschiedene Mengen Streptavidin, gelöst in zwei unterschiedlichen 
Kopplungspuffern, in einer „high-binding“ ELISA-Platte immobilisiert und hinsichtlich der 
Bindung der Peptide P1 (unmodifizierte Variante des Tag54) und P3 untersucht (Abbildung 
12). 
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Abbildung 12: Einfluss der Streptavidinkonzentration auf die Bindung von P1 und P3 in Abhängigkeit 
                         des verwendeten Kopplungspuffers 
A: Streptavidin wurde in einer seriellen Verdünnungen zwischen 0,3 - 10 mg/ml in PBS pH 7,4 und Coating 
Puffer (CP) aufgetragen. Jeweils 100 µl wurden für 1h bei RT in einer „high-binding“ ELISA-Platte inkubiert. 
Peptide P1 und P3: 40 pmol/ml, mAk54: 10 µg/ml. n = zwei technische Replikate. B: Streptavidin, gelöst in PBS 
pH 7,4, wurde in unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 0,3 - 50 mg/ml aufgetragen. Jeweils 100 µl 
wurden für 1h bei RT in einer „high-binding“ ELISA Platte inkubiert. Peptide P1 und P3: 540 pmol/ml, mAk54: 
10 µg/ml. n = zwei technische Replikate. Für die Detektion des mAk54 wurde ein polyklonales GAMFcHRPO 
Serum verwendet, die Entwicklung erfolgte mit ABTS Substrat (2.4.4.1). 
Ergebnisse 
 
- 51 - 
Die Untersuchung der beiden Puffer PBS und CP zur Immobilisierung von Streptavidin auf 
„high-binding“ ELISA Platten hat gezeigt, dass die Effizienz der Kopplung an die Platte stark 
vom verwendeten Puffer abhängig ist (Abbildung 12 A). So wird beim Einsatz von CP bereits 
bei 5 mg Streptavidin/ml das Sättigungssignal erreicht, während beim Einsatz von PBS bei 
10 mg Streptavidin/ml noch kein Übergang in die Sättigungsphase zu erkennen ist. Der 
Signalzuwachs bei 10 mg Streptavidin/ml gekoppelt in PBS beträgt ca. Faktor zwei im 
Vergleich zu CP, unabhängig von den beiden untersuchten Peptiden.  
Konzentrationen >15 mg Streptavidin/ml haben offenbar einen negativen Einfluss auf die 
Nachweisempfindlichkeit des Testes (Abbildung 12 B), möglicherweise bedingt durch 
sterische Behinderungen. Da der Signalzuwachs zwischen 10 - 15 mg/ml nur 25 % beträgt, 
wurde für alle nachfolgenden Alaninscan-ELISA eine Beschichtungskonzentration von 10 mg 
Streptavidin/ml verwendet. Die Kopplung des Streptavidins an die ELISA Platte erfolgte 
dabei ausschließlich in PBS. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die optimalen 
Arbeitskonzentrationen des mAk54 sowie der Peptide am Beispiel des 12-Tag54 (P1) und 6-
Tag54 (P3) bestimmt. Im Fall des mAk54 (Abbildung 13) wird eine Signalsättigung ab 
3 µg/ml im Fall der Peptide bei 40 pmol/ml erreicht. Für alle nachfolgenden Alaninscan- 
ELISA Versuche wurde der mAk54 in einer Konzentration von 10 µg/ml und die jeweiligen 
Peptide in einer Konzentration von 80 pmol/ml verwendet. 
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Abbildung 13: Bestimmung der mAk54- und Peptidsättigung im ELISA 
A: ELISA Aufbau: 10 mg Streptavidin/ml gelöst in PBS pH 7,4, 100 µl/Kavität; Peptide (P1 und P3): 
40 pmol/ml, 100 µl/Kavität. Der Primärantikörper mAk54 wurde in seriellen Verdünnungen zwischen 5 ng/ml 
und 10 µg/ml verwendet, 100 µl/Kavität. n = zwei technische Replikate. B: ELISA Aufbau: 10 mg Streptavidin 
/ml gelöst in PBS pH 7,4, 100 µl/Kavität. Die Peptide wurden in serieller Verdünnung zwischen 8 fmol/ml und 
160 pmol/ml verwendet, 100 µl/Kavität. Primärantikörper mAk54: 10 µg/ml, 100 µl/Kavität. n = zwei 
technische Replikate. In beiden Fällen wurde für die Detektion des mAk54 ein polyklonales GAMFcHRPO Serum 
verwendet, die Entwicklung erfolgte mit ABTS Substrat (2.4.4.1). 
 
Nach der experimentellen Bestimmung der optimalen Parameter für die Durchführung des 
Alaninscan-ELISA wurden die Peptide P1-P15 hinsichtlich ihrer Funktionalität in Bezug auf 
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die Bindung zwischen Peptid und mAk54 verglichen (2.4.4.1). Alle Daten wurden auf das 
Signal des unmodifizierten Tage54 (P1) normalisiert (Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Alaninscan – ELISA 
Die hier gezeigten Daten stammen aus drei unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei technischen Replikaten 
und wurden unter den zuvor bestimmten Bedingungen durchgeführt. Alle erhaltenen Ergebnisse wurden auf das 
P1 Peptid normalisiert und dessen Funktionalität als 100 % definiert. Die Buchstaben unter den Peptiden P4 –
P15 entsprechen den durch ein Alanin ausgetauschten Aminosäuren innerhalb der Tag54 Sequenz, P2 (8 AS) 
und P3 (6AS): Verkürzte Varianten des Tag54. ELISA Aufbau: 10 mg Streptavidin/ml gelöst in PBS pH 7,4, 
100 µl/Kavität; Peptide (P1-P15): 80 pmol/ml, 100 µl/Kavität. Primärantikörper mAk54: 10 µg/ml, 
100 µl/Kavität; Sekundärantikörper: polyklonales GAMFcHRPO Serum. n = drei biologische Replikate. Die 
Sequenzen der Peptide sind Tabelle 9 zu entnehmen. 
 
Die Ergebnisse belegen eindeutig die Bedeutung der Aminosäureabfolge KDW (P7-P8), ein 
Austausch einer dieser Aminosäuren mit einem Alanin führt zu einem vollständigen Verlust 
der Funktionalität. Eine Verkürzung der Tag54 Sequenz auf das von Holzem [38] bestimmte 
„Kernepitop“ KDWEHL hat ebenfalls einen Verlust der Funktionalität zur Folge, das Peptid 
P3 kann jedoch immer noch mit ca. 20 % der ursprünglichen Funktionalität nachgewiesen 
werden. Ein Austausch der Aminosäuren außerhalb der „Kernepitopsequenz“ führt mit 
Ausnahme von P11 und P12 zu einer leichten Verbesserung der Funktionalität. Ein Vergleich 
der physikalischen Eigenschaften (Tabelle 32) der jeweiligen Aminosäuren lässt jedoch 
keinen Trend erkennen, warum der Austausch mit einem Alanin zu einer Veränderung der 
Funktionalität führt. 
 
Tabelle 32: Eigenschaften der Aminosäuren innerhalb der Tag54 Sequenz 
Dargestellt sind die physikalischen Eigenschaften der jeweiligen Aminosäuren innerhalb der Tag54 Sequenz, 
sowie der Einfluss auf die Funktionalität in Bezug auf die unmodifizierte Variante P1, die einen Austausch der 
jeweiligen Positionen mit einem Alanin nach sich zieht. pI: Isoelektrischer Punkt, rW: Van-der-Vaals Radius, HI: 
Hydrophobizitätsindex. Blau: Kernepitopsequenz. Als Einfluss wird der Gewinn oder Verlust der Funktionalität 
in Bezug auf P1 bezeichnet (Abbildung 14). 
 
 
Parameter 12-Tag54 Sequenz  
 
Peptid P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 -. 
Urspr. AS K H I K D W E H L E E F A 
pI 9,6 7,6 6,05 9,6 2,8 5,89 3,15 7,6 6,1 2,8 3,2 5,5 6,11 
rw 135 118 124 135 91 163 109 118 124 109 109 135 67 
HI -3,9 -3,2 4,5 -3,9 -3,5 -0,9 2,8 -3,2 3,8 -3,5 -3,5 2,8 1,8 
              
Einfluss 20 -3 12 -99 -98 -99 -2 -54 -49 23 18 18 - 
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Diese Ergebnisse wurden durch die Bestimmungen der kinetischen Parameter der Interaktion 
zwischen den Peptidvarianten P1-P15 und dem mAk54 mittels SPR verifiziert (2.4.5): Auch 
hier bewirkt ein Aminosäureaustausch in der Kernepitopsequenz eine deutlich 
Verschlechterung im Vergleich zur unmodifizierten Sequenz P1, wohingegen Austausche 
außerhalb dieses Bereiches zu einer leichten Verbesserungen hinsichtlich der Assoziations- 
wie auch Dissoziationskonstante führen (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Kinetischen Parameter der Interaktion zwischen mAk54 und Tag54 Alaninscan-Varianten 
Dargestellt sind die kinetischen Parameter der Interaktion zwischen dem mAk54 und den verschiedenen 
Peptidvarianten P1 - P15. Die Buchstaben unter den Peptiden P4 - P15 entsprechen den durch ein Alanin 
ausgetauschten Aminosäuren innerhalb der Tag54 Sequenz. Für die Messung wurden 950 - 1000 Ru mAk54 
über einen, auf einer CM5-Chip Oberfläche immobilisierten RAMFC Antikörper gefangen (2.4.5). Die Peptide 
wurden nachfolgend in Konzentrationen zwischen 1,25 - 800 nMol injiziert (30 µl/min, 180 sec. Assoziation, 
240 sec. Dissoziation). Nach jeder Messung wurde der Chip mit 30 mM HCl regeneriert (2x 15 µl).  
ka: Assoziationskonstante, kd: Dissoziationskonstante, KD: Bindekonstante, Rmax: Maximales Bindesignal. Für 
die Berechnungen wurde ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt. Die tabellarische Zusammenfassung der 
kinetischen Parameter ist dem Anhang zu entnehmen (Tabelle 43). n = zwei technische Replikate. 
 
Die Analyse der Alaninscanpeptide via ELISA und SPR zeigen, dass insbesondere die 
Aminosäuren der Kernepitopsequenz (KDWEHL) eine wichtige Bedeutung für die Bindung 
zwischen Peptid und Antikörper besitzen. Austausche innerhalb dieser Sequenz führen in 
allen Fällen zu einer Reduzierung der Funktionalität und einer Verschlechterung der 
kinetischen Parameter. Bedingt durch die Bedeutung dieser Positionen ergibt sich ein großes 
Potential, durch gezielte Substitutionen in diesem Bereich die gewünschte Tag54 Variante 
generieren zu können, die eine gute Assoziation und moderate Dissoziation gegenüber dem 
mAk54 aufweist.  
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3.2.1.2 Peptidscan 
Basierend auf den Ergebnissen des Alaninscan wurden weitere Peptidvarianten entworfen und 
bezüglich der Bindung an den mAk54 mittels ELISA und SPR untersucht. Zum einen wurden 
Alaninscanvarianten des Kernepitopes sowie verkürzte Versionen der 12-Tag54 Sequenz 
getestet, um die minimal notwendige Größe des Epitopes zu bestimmen und um den Einfluss 
der die Kernsequenz flankierenden Aminosäuren zu untersuchen. Des Weiteren wurden 
Austausche innerhalb der drei kritischen Positionen mit ähnlichen wie auch gegensätzlichen 
Aminosäuren in Bezug auf die physikalischen und chemischen Eigenschaften durchgeführt 
(2.4.5). Alle verkürzten Varianten des Tag54 (P18-P30) - abgesehen von P17 - konnten weder 
im ELISA noch per SPR detektiert werden. Die Auswertungen der ELISA Messungen für die 
Peptide P16-17, sowie P37-P46 sind in Tabelle 33 und Abbildung 16 zusammengefasst. 
 
Tabelle 33: Bestimmung der Funkionalität der Peptidscan Tag54 Varianten mittels ELISA 
Für die Durchführung des Peptidscan-ELISA wurden 80 pmol/ml des jeweiligen Peptides auf einer Streptavidin 
beschichteten „high-binding“ Mikrotiterplatte gebunden und über den korrespondierenden mAk54 (10 µg/ml) 
nachgewiesen (2.4.4.1). Zur Berechnung der Funktionalität wurden die Messsignale der Peptide auf das Signal 
der unmodifizierten Tag54 Variante P1 normalisiert, wobei die Funktionalität von P1 als 100% definiert ist.  
n = zwei technische Replikate. N.b. = nicht bestimmbar 
 
 
 Sequenz Funktionalität [%] 
 
P16 
 
K D W E H L K D W E H L K D W E H L 136,3 ± 7,0 
P17 K K D W E H L D 56,7 ± 5,0 
P18 A D W E H L n.b.   
P19 K A W E H L n.b.   
P20 K D A E H L n.b.  
P21 K D W A H L n.b.   
P22 K D W E A L n.b.   
P23 K D W E H A n.b.   
P24 K D W E H n.b.   
P25 D W E H L n.b.   
P26 W E H L n.b.   
P27 K D W E n.b.   
P28 D W E H n.b.   
P29 K D W n.b.   
P30 K H I K D W n.b.   
P37 K H I R D W E H L E E F 59,4 ± 3,6 
P38 K H I E D W E H L E E F 0,7 ± 0,1 
P39 K H I H D W E H L E E F 64,1 ± 2,6 
P40 K H I K E W E H L E E F 1,2 ± 0,4 
P41 K H I K N W E H L E E F 9,9 ± 2,1 
P42 K H I K D F E H L E E F 1,5 ± 0,1 
P43 K H I K D Y E H L E E F 0,8 ± 0,0  
P46 K A I K D W A H L E E F 136,0 ± 0,8 
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Abbildung 16: SPR Analysen zur Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen 
                            mAk54 und den Peptidscan Tag54 Varianten 
Dargestellt sind die kinetischen Parameter der Bindung zwischen dem mAk54 und verschiedenen Peptid-
varianten P16, P17 sowie P37-39, P41 und P46. Für die Messung wurden 950 - 1000 Ru mAk54 über einen auf 
einer CM5-Chip Oberfläche immobilisierten RAMFC Antikörper gefangen (2.4.5). Die Peptide wurden 
nachfolgend in Konzentrationen zwischen 1,25 - 800 nMol injiziert (30 µl/min, 180 sec. Assoziation, 240 sec. 
Dissoziation). Nach jeder Messung wurde der Chip mit 30 mM HCl regeneriert (2x 15 µl).  
ka: Assoziationskonstante, kd: Dissoziationskonstante, KD: Bindekonstante, Rmax: Maximales Bindesignal. Für 
die Berechnungen wurde ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt. Die tabellarische Zusammenfassung der 
kinetischen Parameter ist dem Anhang zu entnehmen (Tabelle 43). n = zwei technische Replikate. 
 
Von den insgesamt 36 verschiedenen Varianten des Tag54 (2.4.4.1), die zum Einen auf 
Verkürzungen der Epitopsequenz, zum Anderen auf Aminsäureaustauschen innerhalb der 
Sequenz beruhen, haben sich insgesamt vier Varianten als erfolgversprechend für weitere 
Untersuchungen herausgestellt: P2, P15, P16 und P46. Alle Varianten zeigen hohe 
Assoziationskonstanten (ka) und ähnliche Affinitäten (KD) wie das Originalpeptid P1, weisen 
im Gegensatz dazu jedoch höhere Dissoziationskonstanten (kd) auf, wodurch, der 
Arbeitshypothese nach, weniger harsche Bedingungen zur Lösung der Antikörper/Antigen 
Bindung nötig sind. Die Verwendung des optimierten Tag54 zur Reinigung rekombinanter 
Proteine sollte somit zu einem höheren Anteil funktional gereinigten Proteins führen als bei 
Verwendung der unmodifizierten Variante P1 [40]. Um die Eigenschaften der vier 
ausgewählten Peptide hinsichtlich der Interaktion mit dem mAk54 bei verschiedenen 
Pufferbedingungen analysieren zu können und um die optimalen Elutionsbedingungen 
festzulegen, wurden Puffer-Screening Experimente via SPR durchgeführt (3.2.2). 
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3.2.2 Puffer-Screening via SPR zur Optimierung der Elutionsbedingungen  
Ziel dieser Versuchsreihe war es, den Einfluss unterschiedlicher Pufferbedingungen (pH-
Wert, Salzkonzentration und Art des Salzes) auf die Bindung zwischen dem mAk54 und den 
Tag54 Peptidvarianten P1-3, P15, P16 und P46 zu untersuchen, wobei die Varianten P1 und 
P3 als Kontrollen bzw. Referenzen fungieren. Zusätzlich wurde der Faktor Temperatur in die 
Betrachtungen mit einbezogen.  
Die Messungen wurden auf einem BIAcore T100 System durchgeführt, wobei jeweils drei 
Peptidvarianten auf separaten Flusszellen einer Steptavidin-beschichteten Chipoberfläche 
(SA) immobilisiert wurden (2.4.6.1). Für die eigentlichen Messungen wurde der mAk54 an 
die Peptidoberfläche gebunden, nach einer kurzen Stabilisierungsphase erfolgte die Injektion 
des Elutionspuffers. Dieser Zyklus wurde neunmal wiederholt, bevor die Chipoberfläche mit 
30 mM HCl regeneriert wurde. Ein Datensatz besteht somit aus jeweils neun Messpunkten 
nach der Bindephase des mAk54 an die Peptidoberfläche („stablity“) sowie nach Applikation 
der jeweiligen Elutionspuffer („baseline“).  
Zur besseren Darstellung der Ergebnisse wurden die Daten zusammengefasst und der Faktor 
der Elutionseffizienz als Maß für die Wirksamkeit eines Puffers zur Elution des mAk54 von 
der Peptidoberfläche eingeführt (Formel 2): Im ersten Schritt besitzt die Oberfläche ihre 
maximale Bindekapazität, daher entspricht das Messsignal („response units“, RU) nach der 
ersten Bindephase des mAk54 der maximalen Kapazität. Kann der folgend applizierte 
Elutionspuffer die Bindung zwischen mAk54 und Peptid auflösen, führt dies zur Elution des 
Antikörpers und somit, abhängig von der Effizienz des Puffers, zu einer Reduzierung des 
Messsignals. Führt der Puffer zu einer vollständigen Elution des gebundenen mAk54, steht im 
nächsten Schritt wieder die gesamte Kapazität der Oberfläche zur Verfügung. Daher 
entspricht das maximal zu erwartende Summensignal aller neun Messungen nach der 
Bindephase bei vollständiger Elution des gebundenen mAk54 dem Neunfachen der initialen 
Messung. Kann ein Puffer nicht zur vollständigen Elution führen, erhöht sich das Grundsignal 
in den nachfolgenden Messungen 
schrittweise. Wird die Differenzsumme 
zwischen „stability“ und „baseline“ über 
den gesamten Datensatz gebildet, erhält 
man die Menge an tatsächlich 
abgelöstem mAk54. Setzt man diesen 
Wert in Relation zu der theoretisch 
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maximal ablösbaren Menge bei vollständiger Elution nach jedem Schritt erhält man den 
Faktor der Elutionseffizienz (Formel 2). Ein Beispiel dazu ist Abbildung 17 zu entnehmen.  
Dargestellt sind drei Messreihen, bei denen der Einfluss des Elutionspuffers Glycin-HCl bei 
pH Werten von 2,0 und 3,5 in Relation zur Negativkontrolle mit HBS-EP (pH 7,4) auf die 
Bindung zwischen mAk54 und P16 gezeigt ist. Bei pH 2,0 kann eine vollständige Elution 
erreicht werden, in jeder „baseline“-Messung nach der „stability“-Phase wird das Messsignal 
auf annähernd null reduziert, daher steht im nachfolgenden Schritt die vollständige 
Oberflächenkapazität zur Verfügung. Bei pH 3,5 kann nur eine unvollständige, bei HBS-EP 
nur eine minimale Elution (basierend auf Abdrifteffekten) erzielt werden, was in einem 
schrittweisen Aufbau des Messsignals resultiert. Die Elutionseffizienz von Glycin-HCl pH 2,0 
beträgt in diesem Beispiel 98 %, bei pH 3,5 hingegen nur noch 48 %, die Referenzmessung 
mit HBS-EP ergab eine Effizienz von 6 %. 
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Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der Elutionseffizienz  
Dargestellt sind drei Messreihen, bei denen der Einfluss von Glycin-HCl bei pH-Werten von 2,0 und 3,5 in 
Relation zur Negativkontrolle mit HBS-EP (pH 7,4) auf die Bindung zwischen mAk54 und dem auf einem SA-
Chip immobilisiertem Peptid P16 gezeigt ist. Die Messung setzt sich aus insgesamt neun Zyklen zusammen, die 
Flussgeschwindigkeit in allen Schritten betrug 30 µl/min): Injektion des mAk54 (1µg/ml, 180 sec. Assoziation, 
20 sec. Dissoziation), Applikation des Elutionspuffers (60 sec.), Waschschritt (HBS-EP, 30 sec.). Nach 
Abschluss der neun Zyklen wurde die Oberfläche mit 30 mM HCl regeneriert. Alle Werte wurden auf das erste 
Bindesignal des mAk54 normalisiert. Die dargestellten Messpunkte entsprechen den Messwerten (Ru) nach der 
Injektion des mAk54 „stability phase - S“ sowie nach dem Waschschritt „baseline phase - B“ des jeweiligen 
Zyklus (1-9). 
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3.2.2.1 Einfluss des pH-Wertes sowie verschiedener Salzkonzentrationen auf die   
 Elutionseffizienz  
In den ersten Versuchsreihen wurde untersucht, ob der mAk54 nach der Bindung an die 
Peptidvarianten bei unterschiedlichen pH-Werten und unterschiedlichen NaCl- 
Konzentrationen in ähnlicher Weise eluiert wird, oder ob messbare Unterschiede bestehen, die 
direkt auf die Modifikationen in den Peptiden zurückzuführen sind (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Abhängigkeit der Elutionseffizienz von pH-Wert und NaCl-Konzentration 
In drei Messreihen wurde der Einfluss des pH-Wertes sowie der NaCl-Konzentration hinsichtlich der Bindung 
zwischen dem mAk54 und den Tag54-Varianten P1, P2, P3, P15, P16 und P46 (2.4.4.1) untersucht. Für die 
Messung wurden jeweils drei Peptide auf separaten Flusszellen eines BIAcore CA Chips immobilisiert (2.4.6.1). 
Jeder dargestellte Datenpunkt setzt sich aus neun Messzyklen zusammen: Injektion des mAk54 (1µg/ml, 180 
sec. Assoziation, 20 sec. Dissoziation), Applikation des Elutionspuffers (60 sec.), Waschschritt (HBS-EP, 30 
sec.). Nach Abschluss der neun Zyklen wurde die Oberfläche mit 30 mM HCl regeneriert. Die 
Flussgeschwindigkeit in allen Schritten betrug 30 µl/min. Für jeden Datenpunkt wurde jeweils nur ein 
Elutionspuffer verwendet. Die Berechnung der Elutionseffizienz erfolgte wie in Formel 2 beschrieben. 
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Die Auswertung dieser Versuchsreihen zeigt, dass die Absenkung des pH-Wertes auf Werte 
zwischen pH 4,5 und 2,5 zur teilweisen bis vollständigen Elution des an die immobilisierten 
Peptide gebundenen mAk54 führt (Abbildung 18). Des Weiteren bestehen deutliche 
Unterschiede zwischen den einzelnen Peptiden, wobei die Variante P3 besonders auffällig ist, 
da unter keinen Bedingungen eine 100 % Elutionseffizienz erreicht werden konnte. Dies liegt 
in der hohen Dissoziationskonstante des Peptides begründet, die bereits unter Einwirkung des 
Laufpuffers HBS-EP zu einer Ablösung des gebundenen mAk54 führt, was rechnerisch in 
einer Verminderung der Elutionseffizienz resultiert (Daten nicht gezeigt). 
Für die verbleibenden Peptide wurden sehr unterschiedliche Werte errechnet, so werden ohne 
NaCl Zusatz bei pH 3,5 für die Varianten P2, P3 und P15 Elutionseffizienzen zwischen      
25 - 30 % ermittelt, während die Varianten P16 und P46 bereits 50 % erreichen. Die 
unmodifizierte Variante P1 kann hingegen bei pH 3,5 nur mit ca. 10 % Effizienz eluiert 
werden. Der Zusatz von 0,5 M NaCl führt zu einer drastischen Veränderung der 
Elutionseffizienzen. Für alle Varianten, abgesehen von P3, kann 100 % Elutionseffizienz 
bereits bei pH 3,0 statt bei pH 2,5 erreicht werden, bei pH 3,5 erhöht sich die 
Elutionseffizienz der Peptide P1, P2, P15 und P46 auf Werte zwischen 55 - 65 %, während für 
P16 sogar 85 % ermittelt werden konnten. Die weitere Erhöhung der NaCl-Konzentration auf 
1 M führte nur zu einer minimalen Verbesserung der Elutionseffizienzen. Da durch die 
Zugabe von NaCl die Elutionseffizienz im Bereich von pH 3 – 4 stark beeinflusst werden 
kann, wurde in nachfolgenden Versuchen der Einfluss von MgSO4, LiCl, CaCl2, MgCl2, KCl, 
NaBr und Ammoniumsulfat (AS) bei pH 4,0 auf die Bindung zwischen dem mAk54 und den 
Peptidvarianten mittels SPR untersucht (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Einfluss unterschiedlicher Salze auf die Bindung zwischen mAk54 und Tag54-Varianten 
Dargestellt ist der Einfluss verschiedener Salze (Konzentration 1 M) gelöst in 100 mM Na-Acetat Puffer (pH 
4,0) auf die Bindung zwischen dem mAk54 und den Tag54-Varianten P1, P2 P15, P16 und P46 (immobilisiert 
auf zwei separaten SA-Chips - 2.4.6.1). Jeder dargestellte Datenpunkt setzt sich aus neun Messzyklen 
zusammen: Injektion des mAk54 (1µg/ml, 180 sec. Assoziation, 20 sec. Dissoziation), Applikation des 
Elutionspuffers (60 sec.), Waschschritt (HBS-EP, 30 sec.). Nach Abschluss der neun Zyklen wurde die 
Oberfläche mit 30 mM HCl regeneriert. Die Flussgeschwindigkeit in allen Schritten betrug 30 µl/min. Für jeden 
Datenpunkt wurde nur jeweils ein Elutionspuffer verwendet. Die Berechnung der Elutionseffizienz erfolgte wie 
in Formel 2 beschrieben. Die erste Referenzmessung (Ref1) erfolgte mit 100 mM Glyzin-HCl, pH 2,0, die 
zweite Referenzmessung (Ref2) mit 100 mM Na-Acetat Puffer (pH 4,0). Die Kontrollmessung erfolgte mit 
HBS-EP. Die mittlere Elutionseffizienz aller sechs Peptide in Bezug auf jeweils einen Puffer ist in rot 
dargestellt. AS = Ammoniumsulfat. 
 
Ähnlich wie die Zugabe von NaCl in den Elutionspuffer, bewirken auch die anderen Salze 
eine Verbesserung der Elutionseffizienz. Ohne Zugabe von Salzen konnte bei pH 4,0 eine 
durchschnittliche Elutionseffizienz von ca. 18 % erreicht werden, die durch den Einfluss 
verschiedener Salze auf Werte zwischen 37 % (MgSO4) und 80 % (NaBr) erhöht werden 
konnte. Wie bereits in den vorherigen Versuchsreihen gezeigt wurde, konnten die besten 
Resultate mit der P16 Variante des Tag54 erzielt werden: Unter Einfluss von 1 M NaBr wurde 
für die P16 Variante eine Elutionseffizienz von 93 % erreicht. Bei den verwendeten Salzen 
hatte die Zugabe von Natriumbromid den deutlichsten Einfluss auf die Elutionseffizienz, 
daher wurde nachfolgend untersucht, inwiefern die Elutionseffizienz durch die Veränderung 
der NaBr Konzentration und durch die Erhöhung des pH-Wertes beeinflusst wird (Abbildung 
20). 
HBS-EP Ref2  MgSO4 NaCl     LiCl     CaCl2  MgCl2    KCl      AS    NaBr    Ref1 
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Abbildung 20: Einfluss von Natriumbromid auf die Bindung zwischen mAk54 und Tag54-Varianten  
Natriumbromid wurde in drei unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 0,5 und 2 M bei pH Werten von 4,0 
und 4,5 in 100 mM Na-Acetat verwendet, um den Einfluss auf die Bindung zwischen dem mAk54 und den 
Tag54-Varianten P1, P2 P15, P16 und P46 zu untersuchen (immobilisiert auf zwei separaten SA-Chips - 
2.4.6.1). Jeder dargestellte Datenpunkt setzt sich aus neun Messzyklen zusammen: Injektion des mAk54 
(1µg/ml, 180 sec. Assoziation, 20 sec. Dissoziation), Applikation des Elutionspuffers (60 sec.), Waschschritt 
(HBS-EP, 30 sec.). Nach Abschluss der neun Zyklen wurde die Oberfläche mit 30 mM HCl regeneriert. Die 
Flussgeschwindigkeit in allen Schritten betrug 30 µl/min. Für jeden Datenpunkt wurde nur jeweils ein 
Elutionspuffer verwendet. Die Berechnung der Elutionseffizienz erfolgte wie in Formel 2 beschrieben. Die 
Ergebnisse für P1 und P16 bei pH 4,5 und 2,0M NaBr waren, bedingt durch einen Gerätefehler, nicht auswertbar 
und konnten auch nicht wiederholt werden. 
 
Wie zuvor für NaCl gezeigt (Abbildung 18) steigt die durchschnittliche Elutionseffizienz mit 
steigender Natriumbromid Konzentration, wobei die Unterschiede zwischen 1 M NaBr und 
2 M NaBr nur marginal sind. Durch die Erhöhung des pH-Wertes auf pH 4,5 wird die 
durchschnittliche Elutionseffizienz deutlich reduziert: Bei pH 4,5 und 1 M NaBr wird nur ca. 
40 % Elutionseffizienz erreicht, wohingegen bei pH 4,0 und 1 M Na Br im Durchschnitt 82 % 
erreicht werden. Das Pufferscreening Experiment hat gezeigt, dass durch die gezielte 
Modifikation der Tag54 Sequenz Peptidvarianten generiert werden konnten, die 
unterschiedliche Verhalten hinsichtlich der Bindung an den mAk54 unter Einfluss 
verschiedener Elutionspuffer aufweisen. Die Elutionseffizienz wird maßgeblich durch die 
Änderung des pH-Wertes sowie durch die Anwesenheit von Salzen beeinflusst, wobei die 
untersuchten Peptidvarianten unterschiedlich stark auf die jeweiligen Parameter reagiert 
haben. Mit der Peptidvariante P16 konnten die besten Ergebnisse erzielt werden: Bei pH 4,0 
und Zugabe von 0,5M NaCl wurde eine Elutionseffizienz von 70 % erzielt, die durch den 
Wechsel von NaCl auf NaBr auf über 90 % gesteigert werden konnte.  
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3.2.2.2 Einfluss der Temperatur auf das Binde- und Elutionsverhalten 
Neben dem pH-Wert und der Anwesenheit verschiedener Salze, wirkt auch die Temperatur 
auf das Binde- sowie Elutionsverhalten bei chromatographischen Reinigungen ein und wurde 
daher ebenfalls als Parameter zur Beschreibung der Elutionseffizienz untersucht. Die SPR-
Messungen erfolgten analog zu den zuvor Beschriebenen (3.2.2), wobei die Messkammer auf 
die jeweiligen Test-Temperaturen von 10°C, 25°C und 37°C eingestellt wurden. Alle 
Messungen wurden mit der bislang vielversprechensten Peptidvariante P16 sowie den beiden 
Kontrollen P1 und P3 durchgeführt, die Elution erfolgte bei pH 4,0 ohne Zusätze sowie mit 
jeweils 1 M NaCl, MgCl2, NaBr und Ammoniumsulfat (Abbildung 21). Generell ist zu 
beobachten, dass mit steigender Temperatur auch die Elutionseffizienz ansteigt, zu beachten 
ist allerdings, dass das gesamte Experiment bei konstanter Temperatur durchgeführt wurde 
und somit neben der Elution auch die Anbindung der Antikörper an die Chipoberfläche bei 
den jeweiligen Temperaturen durchgeführt wurde. Die Tag54-Variante P3 zeigt im Vergleich 
zu P1 und P16 nur eine geringe Temperaturabhängigkeit, die wahrscheinlich durch die hohe 
Dissoziationskonstante bedingt ist (3.2.1.1) (Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Einfluss der Temperatur die Bindung zwischen dem mAk54 und Tag54-Varianten 
Um den Einfluss der Temperatur auf die Elutionseffizienz zu bestimmen, wurden die Peptide P1, P3 und P16 
(immobilisiert auf einem SA-Chip - 2.4.6.1) bei Temperaturen von 10°C, 25°C und 37°C unter Einwirkung von 
HBS-EP, 100 mM Na-Acetat pH 4,0 sowie 100 mM Na-Acetat pH 4,0 mit jeweils 1 M NaCl, 1 M MgCl2, 1 M 
Ammoniumsulfat (AS) und 1 M NaBr untersucht. Jeder dargestellte Datenpunkt setzt sich aus neun Messzyklen 
zusammen: Injektion des mAk54 (1µg/ml, 180 sec. Assoziation, 20 sec. Dissoziation), Applikation des 
Elutionspuffers (60 sec.), Waschschritt (HBS-EP, 30 sec ). Nach Abschluss der neun Zyklen wurde die 
Oberfläche mit 30 mM HCl regeneriert. Die Flussgeschwindigkeit in allen Schritten betrug 30 µl/min. Für jeden 
Datenpunkt wurde nur jeweils ein Elutionspuffer verwendet. Die Berechnung der Elutionseffizienz erfolgte wie 
in Formel 2 beschrieben. 
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Insbesondere bei den in den vorherigen Experimenten weniger effizienten Puffern (100 mM 
Na-Acetat pH 4,0 und jeweils 1M NaCl, MgCl2, Ammoniumsulfat) kann zwischen jedem 
Temperaturschritt eine Steigerung der Elutionseffizienz um ca. 100 % beobachtet werden. 
Dies trifft jedoch auch auf die Kontrollmessungen zu, die nur mit dem Laufpuffer HBS-EP 
durchgeführt worden sind. Eine genauere Betrachtung dieser Kontrollmessungen (Abbildung 
22) zeigt, dass bei 10°C in allen Fällen deutlich weniger mAk54 an die immobilisierten 
Peptide bindet, dieser aber in der Stabilitätsphase nicht, oder nur zu einem geringen Anteil, 
von der Oberfläche diffundiert. Mit steigenden Temperaturen erhöht sich die absolute mAk54 
Menge, die an der Oberfläche bindet, die Diffusion oder Drift nimmt aber im gleichen Maße 
zu. Insbesondere bei der Tag54 Variante P3 ist dieser Effekt besonders deutlich zu 
beobachten. (Abbildung 22) 
 
1S 1B 2S 2B 3S 3B 4S 4B 5S 5B 6S 6B 7S 7B 8S 8B 9S 9B
0
100
200
300
400
P1 10°C
P1 25°C
P1 37°C
P3 10°C
P3 25°C
P3 37°C
P16 10°C
P16 25°C
P16 37°C
400
600
800
1000
1200
R
U
 
Abbildung 22: Einfluss der Temperatur auf die Assoziation und Dissoziation des mAk54  
Darstellung der Kontrollmessungen zur Bestimmung des temperaturbedingten Einflusses auf die Assoziation 
bzw. Dissoziation des mAk54 an bzw. von den Peptiden P1, P3 und P16 (immobilisiert auf einem SA-Chip - 
2.4.6.1) bei 10°C, 25°C und 37°C. Jede Messreihe setzt sich aus neun Zyklen mit insgesamt 18 Messpunkten 
zusammen: Injektion des mAk54 (1µg/ml, 180 sec. Assoziation, 80 sec. Dissoziation), Waschschritt (HBS-EP, 
30 sec.). Die dargestellten Messpunkte entsprechen den Messwerten (RU) nach der Injektion des mAk54 
„stability phase - S“ sowie nach dem Waschschritt „baseline phase - B“ des jeweiligen Zyklus (1-9). Nach 
Abschluss der neun Zyklen wurde die Oberfläche mit 30 mM HCl regeneriert. Die Flussgeschwindigkeit in allen 
Schritten betrug 30 µl/min.  
 
Die Experimente belegen, dass die Temperatur einen nicht unwesentlichen Einfluss auf die 
Bindung zwischen dem mAk54 und den Tag54 Varianten ausübt und sowohl die Dissoziation 
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wie auch die Assoziation beeinflusst. Bei 10°C wird die unerwünschte Dissoziation des 
mAk54 während der „stability - phase“ reduziert, während bei 25°C und 37°C die Wirkung 
der Elutionspuffer hinsichtlich der Elutionseffizienz verbessert wird. Gleichzeitig bindet bei 
10°C jedoch deutlich weniger mAk54 im ersten Zyklus an die immobilisierten Peptide als bei 
25°C oder 37°C. Eine Übertragung dieser Ergebnisse auf die chromatographische Reinigung 
Tag54 getaggter Proteine via IAC würde bedeuten, dass beim Beladen des Immunosorbens 
bei niedrigen Temperaturen weniger Zielprotein pro Zeiteinheit gefangen wird, dieses jedoch 
stabil gebunden bleibt. Die Erhöhung der Temperatur während der Elution würde die 
Elutionseffizienz positiv beeinflussen und somit den Einsatz milderer Elutionspuffer 
ermöglichen - vorausgesetzt das Zielprotein und der mAk54 denaturieren nicht unter den 
gewählten Temperaturbedingungen. Die Umsetzung dieser Erkenntnisse war aus technischen 
Gründen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht möglich. 
3.2.3 Stabilität des mAk54 
Neben der Elutionseffizienz und der Notwendigkeit, gebundene Proteine unter nativen 
Bedingungen zu eluieren, spielt auch die Stabilität des mAk54 eine wichtige Rolle. Zum 
Einen sollte der mAk54 bzw. das mAk54-Immunosorbens über einen möglichst langen 
Zeitraum lagerfähig sein ohne seine Aktivität einzubüßen, zum Anderen dürfen die 
Elutionsbedingungen keine irreversible Denaturierung des immobilisierten Antikörpers 
hervorrufen. 
Daher wurde zunächst die Integrität einer via MEP gereinigten und bei 4°C gelagerten 
mAk54-Probe (2.7.3) in unregelmäßigen Abständen via analytischer Gelfiltration (2.7.4) über 
einen Zeitraum von 19 Monaten auf mögliche Degradation untersucht, um die 
Langzeitstabilität des mAk54 zu überprüfen (Tabelle 34).  
 
Tabelle 34: Bestimmung der Antikörperintegrität  
Die Antikörperintegrität wurde via analytischer Gelfiltration bestimmt (Sephacryl S200 und Superdex 200). In 
beiden Fällen wurde PBS pH 7,4 als Laufmittel verwendet, die Flussgeschwindigkeit betrug 0,7-1,0 ml/min.  
Die Peakflächen beziehen sich auf das Messsignal bei 280 nm. Die Berechnung der Peakflächen sowie der Peak-
Asymmetrie erfolgte mittels Unicorn 5.1 Software. Die Retentionsvolumen 44,4 ml (Sephacryl S200) und 
12,1 ml (Superdex 200) entsprechen einem Molekulargewicht von ca. 160 kDa (Daten der Kalibrationskurven 
nicht gezeigt).* Messausreißer 
 
Datum Retentionsvolumen 
[ml] 
mAk54-Peakfläche  
[% Gesamtpeakfläche] 
Peak-
Asymmetrie
Matrix 
 
24.04.2008 44,63 98,57 1,30 Sephacryl S200 
27.11.2008 44,68 99,14 1,61* Sephacryl S200 
01.04.2009 12,17 96,43 1,30 Superdex 200 
29.05.2009 12,22 99,90 1,37 Superdex 200 
25.11.2009 12,11 98,63 1,33 Superdex 200 
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Die gleichbleibenden Retentionsvolumina, der Anteil des vollassemblierten mAk54 (160kDa) 
an der Gesamtpeakfläche sowie die Peaksymmetrie beweisen eindeutig, dass es bei 
langfristiger Lagerung des mAk54 nicht zu autoproteolytischen oder sonstigen Degradationen 
kommt. Eine gleichzeitige Messung der Bindungseigenschaften der jeweiligen Proben konnte 
aufgrund des Fehlens geeigneter Standards bzw. Methoden zur standardfreien Quantifizierung 
des mAk54 nicht durchgeführt werden.  
Um den Einfluss der Elutionspuffer auf die Aktivität des mAk54 bestimmen zu können, 
wurde der mAk54 in einigen der im vorherigen Abschnitt zur Bestimmung der 
Elutionseffizienz verwendeten Puffern inkubiert (2.4.6.2) und anschließend auf 
Aktivitätsverluste überprüft (Abbildung 23).  
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Abbildung 23: Stabilität des mAk54 in Abhängigkeit verschiedener Pufferzusätze 
Der mAk54 wurde für eine Stunde bei 25°C in den nachfolgenden Puffern inkubiert: HBS-EP pH 7,4; alle 
nachfolgenden Salze wurden in 100 mM Na-Acetatpuffer gelöst und auf pH 4,0 eingestellt: 1 M NaBr, 2 M 
NaBr, 1 M MgCl2, 2 M MgCl2, 4 M MgCl2, 1 M CaCl2, 1 M NaCl, 1 M Ammoniumsulfat (AS), 1 M KCl; 
100 mM Glycin HCl bei pH 2,0; 2,5; 3,0 und 3,5. Um den Einfluss der jeweiligen Puffer auf die Aktivität des 
mAk54 zu bestimmen, wurde dieser nach der Inkubation mit HBS-EP verdünnt (1:200 (v/v), Endkonzentration 
1 µg mAk54/ml) und mittels SPR hinsichtlich der Bindung an die Peptide P2, P15 und P46 (immobilisiert auf 
einem SA-Chip) analysiert. Die resultierenden Messsignale wurden gemittelt und auf das Signal der Kontrolle 
(Inkubation des mAk54 ausschließlich in HBS-EP pH 7,4) normalisiert, wobei das Messsignal der Kontrolle als 
100% Aktivität definiert wurde.  
 
In Bezug auf die Antikörperaktivität in verschiedenen Elutionspuffern konnten deutliche 
Unterschiede, abhängig von der Art und Zusammensetzung des jeweiligen Puffers, von bis zu 
30 % nachgewiesen werden (Abbildung 23). Unter Einfluss von 2 M Natriumbromid sinkt die 
Aktivität des mAk54 im Vergleich zur Kontrolle auf 70 % ab, während bei 1 M MgCl2 und 
1 M CaCl2 nur minimale Verschlechterungen im Bereich von 5 % nachgewiesen wurden. 
Verglichen mit den zugesetzten Salzen hat der pH-Wert nur einen geringen Einfluss auf die 
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Stabilität des mAk54. Bei pH 2,0 treten zwar Aktivitätsverluste von ca. 25 % auf, ab pH 2,5 
sind jedoch keine signifikanten Änderungen detektierbar.  
Nach den Ergebnissen der Pufferscreeningexperimente wirkt sich der Zusatz verschiedener 
Salze in den Elutionspuffer positiv auf die Elutionseffizienz aus, die Versuche hier zeigen 
aber, dass die hohe Konzentration der Salze jedoch einen negativen Einfluss auf die Stabilität 
des mAk54 hat.  Wenn diese Ergebnisse auf die Anwendung bei der IAC übertragen werden 
(3.4.1.2), ist jedoch zu berücksichtigen, dass die Expositionzeit des Immunosorbens 
gegenüber dem Elutionspuffer deutlich kürzer ist, als in dem hier durchgeführten 
Stabilitätstest, sodass trotz des negativen Einflusses auf die Antikörperstabilität Puffer wie 
100 mM Na-Acetat mit 1 M NaBr eingesetzt werden können. 
3.3 Antikörperimmobilisierung 
Zur Herstellung des für die IAC benötigten mAk54-Immunosorbens wurde der gereinigte 
Antikörper (3.1.4.2) kovalent an NHS aktivierte Sepharose gebunden (2.7.5.1). Basierend auf 
Literaturdaten [63] wurden zunächst die optimale Kopplungsdichte wie auch die notwendige 
Reaktionszeit für eine effiziente Kopplung 
des Antikörpers experimentell ermittelt. 
Zur Festlegung der notwendigen 
Kopplungszeit wurden die Konzentration 
des nicht gebundenen mAk54 vor und 
während der Kopplung per ELISA (2.4.7.4) 
bestimmt und daraus die Kopplungseffizienz 
errechnet. Die Kopplung des Antikörpers 
verläuft sehr schnell und effizient, bereits 
nach 15 min ist > 96 % der vorhandenen 
mAk54 Menge an der Matrix immobilisiert, 
nach 60 min wird die maximale Effizienz 
von > 99,5 % erreicht (Abbildung 24). 
Abbildung 24: Bestimmung der mAk54 Kopplungseffizienz an NHS aktivierte Sepharose mittels ELISA 
NHS aktivierte Sepharose (0,5 ml) wurde im Verhältnis 1:1 mit 15mg/ml mAk54 gemischt und bei 25° C und 25 
rpm auf einem Überkopfschüttler inkubiert. In regelmäßigen Abständen wurden Proben entnommen und die 
Konzentration des freien mAk54 mittels ELISA bestimmt (2.4.7.4). n = drei technische Replikate.  
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Im nächsten Schritt wurde die für die maximale Kapazität der IAC Matrix benötigte 
Ligandendichte bestimmt. Drei unterschiedliche mAk54 Mengen zwischen 2 - 8 mg wurden 
an jeweils 1 ml NHS aktivierte Sepharose immobilisiert und mit gleichbleibenden Mengen 
des rekombinant produzierten scFvLR3cp-1 L2 (3.4.3) beladen. Der scFv-Antikörper 
beinhaltet die unmodifizierte Variante des Tag54 (P1) als Linkersequenz zwischen VH und VL 
und ermöglicht darüber sowohl die Detektion als auch die Reinigung des scFv-Antikörpers 
(3.4.3). Das gebundene Protein wurde von der Matrix mit 100 mM Glycin-HCl pH 2,5 eluiert. 
Durch den Vergleich der Elutionspeakflächen in Bezug auf das Gesamtflächensignal bei 
280 nm, konnte die optimale Ligandendichte berechnet werden. 
 
Tabelle 35: Bestimmung der optimalen Ligandendichte des mAk54 Immunosorbens 
Drei unterschiedliche mAk54 Mengen (2 mg, 4 mg, 8 mg) wurden kovalent an 1 ml NHS aktivierte Sepharose 
gebunden. Die Sorbenzien wurden mit einem Vielfachen der maximalen theoretischen Bindekapazität (3.3.1) an 
scFvLR3cp-1 L2 beladen, wodurch die hohen UV-Signale im Durchfluss erklärt sind. Bedingt durch 
Ungenauigkeiten der Probenauftragspumpe, konnten in den drei Experimenten nicht exakt die gleichen 
Probenvolumnia geladen werden, daher wurden die Elutionpeakflächen auf das Gesamtflächensignal 
normalisiert: 100/(Gesamtfläche*Elution). 
 
 
Ligandendichte 
[mg/ml Sorbens] 
Elution 
[mAu*ml] 
Durchfluss 
[mAu*ml] 
Gesamtfläche 
[mAu*ml] 
Normailisierte 
Elution [%] 
8 53,3 236 289,3 18,4 
4 44,3 203,5 247,8 17,9 
2 32,4 265 297,4 10,9 
 
Der Vergleich der normalisierten Elutionsfraktionen ergibt eindeutig, dass mit 4 mg 
mAk54/ml Matrix die optimale Ligandendichte erreicht ist. Eine Verdopplung der 
Antikörpermenge hatte hier nur einen Kapazitätszuwachs von ca. 3 % zur Folge, während 
eine Halbierung einen Verlust von 40 % bedeutete. Daher wurde in allen nachfolgend 
beschriebenen Versuchen für das mAk54-Immunosorbens immer eine Ligandendichte von 
4 mg/ml Sorbens verwendet.  
3.3.1 Bestimmung der spezifischen Kapazität des mAk54-Immunosorbens 
Die Kapazität der IAC Matrix setzt sich primär aus den zur Verfügung stehenden freien 
Antigenbindestellen des mAk54 zusammen. Theoretisch beträgt die maximale Kapazität bei 
einer Ligandendichte von 4 mg/ml etwa 50 nmol23. Da durch die ungerichtete Kopplung 
sowie durch sterische Hinderung ein Teil dieser Bindestellen nicht zur Verfügung stehen, ist 
die tatsächliche Kapazität unterhalb dieses Wertes anzusiedeln. 
                                                 
23 mAk54: 160 kDa = 160 mg/µmol. Eine Ligandendichte von 4 mg/ml entspricht somit 25 nmol/ml. Da zwei 
Antigenbindestellen pro Antikörpermolekül zur Verfügung stehen, beträgt die theoretische max. Kapazität bei 
dieser Ligandendichte 50 nmol/ml. 
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Zur Bestimmung der spezifischen Kapazität wurde in drei Experimenten jeweils 1 ml mAk54-
Immunosorbens mit scFvLR3cp-1 L2 (3.4.3) beladen und mit 100 mM Glyzin HCl pH 2,5 
eluiert. In allen Experimenten wurden scFv-Mengen in Höhe der maximalen theoretischen 
Kapazität des Sorbens eingesetzt (ca. 1,5 mg). Nach Quantifizierung der Elutionsfraktionen 
mittels Bradford (Daten nicht gezeigt) wurde die aktive Kapazität der Matrix auf 
6±0,7 nmol/ml bestimmt, was ca. 12 % der theoretischen Kapazität entspricht. 
3.3.2 Bestimmung der Stabilität des mAk54-Immunosorbens 
Basierend auf den während des Pufferscreenings gewonnen Erkenntnissen hinsichtlich der 
Stabilität des mAk54 unter verschiedenen Pufferbedingungen (3.2.3), wurde der mögliche 
Kapazitätsverlust des Immunosorbens über eine Abfolge von zwölf Reinigungsexperimenten 
untersucht (Abbildung 25). Für diese Messungen wurden identische Mengen des 
rekombinanten tdTomato-Tag54 (C-terminale Fusion mit der P16 Variante des Tag54) 
(3.4.1.2) auf 0,3 ml mAk54-Immunosorbens geladen und in einem absteigenden linearen pH 
Gradienten mit und ohne Zusatz von NaCl eluiert. Für die Berechnung der Ausbeute wurde 
die tD-Tomato Konzentration via Fluoreszenzmessung bestimmt (2.4.7.7). Um mögliche 
unspezifische Interaktionen des tdTomato mit dem NHS-Sorbens ausschließen zu können, 
wurde eine Messreihe mit einem ligandenfreien Sorbens durchgeführt (Kontrolle). 
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Abbildung 25: Stabilität des mAk54-Immunosorbens  
Gezeigt sind die Ausbeuten von zwölf aufeinanderfolgenden Experimenten, in denen jeweils die gleiche Menge 
tdTomato-Tag54 auf 0,3 ml mAk54 Immunosorbens geladen wurde (Säule: Tricorn 5/10). Die Elution des 
gebundenen tD-Tomato-Tag54 erfolgte über einen linearen pH Gradienten (30 cv) in 50 mM Citrat Puffer von 
pH 7,0 bis 2,5 mit und ohne Zusatz von 0,5 M NaCl. Für den Vergleich der beiden Elutionspuffer wurden zwei 
separate Versuche mit jeweils frischen Sorbenzien durchgeführt. Für die Kontrollmessung wurde ligandenfreie 
NHS-Sepharose verwendet, die Elution erfolgte ebenfalls in dem zuvor beschriebenen linearen pH-Gradienten 
jedoch ohne Zusatz von NaCl. Die Flussrate in allen Experimenten betrug 1 ml/min. 
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Über eine Reihe von zwölf Experimenten konnte bei Verwendung des Elutionspuffers ohne 
NaCl Zugabe kein Verlust der spezifischen Kapazität nachgewiesen werden, der Zusatz von 
0,5 M NaCl führte allerdings zu einem Kapazitätsverlust von insgesamt ca. 18 % (Abbildung 
25). Unspezifische Wechselwirkungen zwischen tdTomato-Tag54 und NHS-Sepharose 
konnten nicht nachgewiesen werden. Wie in den zuvor durchgeführten Experimenten zur 
Bestimmung der Stabilität des mAk54 in verschiedenen Puffern, führte auch bei der mehrfach 
durchgeführten Reinigung von tdTomato-Tag54 der Einsatz von NaCl im Elutionspuffer zu 
einer Reduzierung der Antikörperaktivität und somit zu einer Reduzierung der spezifischen 
Kapazität. Die praktische Umsetzbarkeit der Pufferscreening Experimente scheiterte offenbar 
an der Stabilität des mAk54. Dennoch konnte im Rahmen des Peptidscan eine Variante des 
Tag54 generiert werden (P16), die auch ohne Zusatz von Salzen bereits bei pH 3,5 eine 
fünffach höhere Elutionseffizienz erreichte als die unmodifizierte Variante P1. Daher wurde 
die P16 Variante des Tag54 für die nachfolgend beschriebenen Reinigungsexperimente 
verwendet.  
3.4 Expression und Reinigung von Tag54-Fusionsproteinen  
Basierend auf den Ergebnissen der Puffer- und Peptidscreening Experimente (3.2) wurde die 
P16 Variante des Tag54 als C-terminaler Fusionspartner für die Reinigung verschiedener 
Modellproteine ausgewählt und in die bakteriellen Expressionsvektoren pET-22b(+), pSYN 
und pTRK eingefügt (2.1.6). Die Lokalisation der rekombinanten Proteine erfolgte dabei in 
allen Fällen im periplasmatischen Raum.  
 
Modellproteine: 
 
 tdTomato: Bei diesem Protein handelt es sich um die Fusion von zwei dTomato 
Genen [64], das sich aufgrund seiner internen Tandem-Dimer Struktur wie ein 
Monomer verhält und speziell auf eine geringe Aggregation optimiert wurde [65]. 
tdTomato-Tag54 besitzt Exitations- und Emissionsmaxima bei 554 bzw. 581 nm, 
aufgrund der starken Fluoreszenz kann es einfach nachgewiesen werden und wird 
daher erfolgreich als Fusionspartner eingesetzt [66]. 
 Protein L: Protein L ist ein multidomänes Protein, das auf der Oberfläche einiger 
Peptostreptococcus magnus Stämmen exprimiert wird [67] und spezifisch an die κ 
VL Domäne von Immunoglubulinen bindet [60]. Es interferiert dabei jedoch nicht 
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mit der Antigenbindestelle [68] und wird für die Detektion und Reinigung von 
Antikörpern eingesetzt [59]. Bei der hier eingesetzten Variante handelt es sich um 
eine monomere Form des Protein L [69, 70]. 
 scFvLR3cp-1: Der gegen das „Grapevine leafroll-associated virus 3“ generierte 
scFv-Antikörper [54] wurde als Modell verwendet, um mögliche Beeinflussungen 
der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen scFv und dem 
korrespondierenden Antigen bei Verwendung der Tag54 Sequenz als Linker 
zwischen den beiden variablen Domänen der schweren und leichten Kette des scFv 
zu untersuchen. 
 
Da die notwendigen Bedingungen zur Elution der getaggten Proteine primär auf den 
spezifischen Wechselwirkungen zwischen Tag54 und mAk54 beruhen, wurden die 
Umsetzungen der Pufferscreening Experimente (3.2.2) hauptsächlich mit der Tag54 
tdTomato-Tag54 Fusion durchgeführt, da diese einen einfachen, schnellen und sensitiven 
Nachweis der Proteinkonzentration wie auch der Aktivität über die Messung der Fluoreszenz 
ermöglicht.  
3.4.1 tdTomato-Tag54 
Zur Expression von tdTomato-Tag54 wurde das entsprechende Gen zunächst in den Vektor 
pSyn54e kloniert (2.2.6.4) und in E. coli BL21 Zellen transformiert. Allerdings konnten hier 
nach Anpassung der Induktions- und Expressionsbedingungen nur Spuren des rekombinanten 
Proteins mittels ELISA (2.4.4) oder Immunoblot (2.4.3) nachgewiesen werden. Um höhere 
Ausbeuten zu erzielen, wurde das Gen daher in den Expressionsvektor pTRK54e subkloniert 
(2.2.6.1). Um die maximale Ausbeute an rekombinantem tdTomato-Tag54 zu erhalten, wurde 
der Vektor sowohl in E. coli XL1 blue als auch in BL21 Zellen transformiert und bei 28°C 
wie auch 37°C kultiviert. Nach Induktion mit IPTG wurden in regelmäßigen Abständen 
Proben entnommen und die tdTomato-Tag54 Akkumulationslevel nach Lyse der Zellen 
(2.6.1) über die Messung der Fluoreszenz (2.4.7.7) bestimmt (Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Induktionsscreening tdTomato-Tag54 
LB-Medium wurde mit einer üN Kultur frisch transformierter E. coli XL1 blue bzw. BL21 Zellen inokuliert und 
bei OD600 = 0,6 mit 1 mM IPTG induziert. Die Inkubation erfolgte bei 28°C sowie 37°C und 160 rpm. Nach 3, 6, 
16, 25 und 87 h wurde 1 ml der jeweiligen Kultur entnommen, sedimentiert und das Pellet aufgeschlossen 
(2.6.1). Die Messung der Fluoreszenz im Zelllysat erfolgte bei 530 nm Exitation und 580 nm Emission. 
 
Die maximale Ausbeute konnte ca. 24 h nach Induktion bei 28°C in BL21 Zellen erzielt 
werden, eine weitere Inkubation hat weder einen positiven, noch negativen Einfluss auf das 
Akkumulationslevel.  
3.4.1.1 Bestimmung der Stabilität von tdTomato-Tag54 
Um in den nachfolgenden Reinigungsexperimenten den Einfluss des pH-Wertes auf die 
Stabilität und Funktionalität des tdTomato-Tag54 einschätzen zu können, wurden 
rekombinante, tdTomato-Tag54 exprimierende E. coli BL21 Zellen nach der Induktion lysiert 
und der filtrierte Zellextrakt (0,45 µm) bei unterschiedlichen pH-Werten zwischen pH 7 und 
pH 2.5 inkubiert. Nach der Inkubation wurde ein Aliquot des Lysates neutralisiert und die 
Funktionalität des tdTomato-Tag54 im neutralisierten und nicht neutralisierten Lysat über die 
Messung der Fluoreszenz verglichen (Abbildung 27). 
Generell ist tdTomato-Tag54 über einen weiten pH Bereich stabil. Der bei pH-Werten 
zwischen 5,5 und 4,0 auftretende teilweise bis vollständige Verlust der Fluoreszenz kann nach 
Neutralisierung der Proben zum überwiegenden Teil wiederhergestellt werden (Abbildung 
27). Unterhalb von pH 3,0 treten jedoch irreversible Aktivitätsverluste auf. Die Anwesenheit 
von 0,5 M NaCl hatte keinen messbaren Einfluss auf die Fluoreszenz des tdTomato-Tag54.  
Somit sind bei der chromatographischen Reinigung von tdTomato-Tag54 keine 
Aktivitätsverluste bedingt durch die Zugabe von 0,5 M NaCl in den Elutionspuffer zu 
erwarten. 
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Abbildung 27: Stabilität von tdTomato-Tag54 
Zur Bestimmung der Stabilität wurde das Lysat tdTomato-Tag54 exprimierender E. coli BL21 Zellen 1:20 (v/v) 
mit 50 mM Citrat Puffer mit und ohne 0,5 M NaCl bei elf verschiedenen pH Werten zwischen 7,0 und 2,5 
gemischt und für 30 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde ein Teil der Proben mit 1 M Tris pH 8 
neutralisiert und die Fluoreszenz des tdTomato-Tag54 zusammen mit den nicht neutralisierten Proben bei 
530 nm Exitation und 580 nm Emission bestimmt. Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzeinheiten bezogen 
auf den Startwert bei pH 7,0. n = drei biologische Replikate 
3.4.1.2 Expression und Reinigung von tdTomato-Tag54 
Die Expression des tdTomato-Tag54 erfolgte unter den in Abschnitt 3.4.1 experimentell 
bestimmten Bedingungen, die anschließende Zelllyse wurde wie in Abschnitt 2.6.1 
beschrieben durchgeführt. Das filtrierte Zelllysat wurde auf das mAk54-Immunosorbens 
geladen und unter verschiedenen Bedingungen eluiert. Um die Ergebnisse der Pufferscreening 
Experimente (3.2.2) zu übertragen, wurde zunächst ein pH Stufengradient (pH 5,0; 4,0; 3,5; 
2,5) ohne Zusatz von NaCl für die Elution verwendet (Abbildung 28 A), in nachfolgenden 
Experimenten wurde dieser um zwei weitere pH-Wert Stufen (pH 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5) 
sowie durch die Zugabe von 0,5 und 1,0 M NaCl ergänzt (Abbildung 28 B und C).  
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Abbildung 28: Reinigung von tdTomato-Tag54 mittels IAC unter verschiedenen Elutionsbedingungen 
Für den spezifischen Nachweis des tdTomato-Tag54 wurde der gesamte Lauf fraktioniert (1 ml) und via 
Fluoreszenzmessung (Ex. 530 nm/Em. 580 nm) analysiert. Zur besseren Darstellung mussten das 
Fluoreszenzsignal skaliert und zusammen mit dem pH-Wert auf einer Achse dargestellt werden. In jedem 
Experiment wurde 2 ml Lysat tdTomato-Tag54 exprimierender E. coli BL21 Zellen auf 1 ml mAk54-
Immunosorbens geladen, die Elution der Proteine erfolgte im pH Stufengradient zwischen pH 7,0 und pH 2,5 
(50 mM Natriumcitrat Puffer mit und ohne Zusatz von NaCl) A: 0 M NaCl; B: 0,5 M NaCl, C: 1,0 M NaCl; D: 
Fluoreszenzsignal in den jeweiligen Fraktionen normalisiert auf das Messsignal des Zelllysates vor der 
Reinigung. Für die Messung der Fluoreszenz wurden alle Elutionsfraktionen 1:10 (v/v) mit 1,5 M Tris-HCl pH 
8,8 vermischt, um den Signalverlust bei niedrigen pH-Werten auszugleichen. Die Flussgeschwindigkeit in allen 
Schritten betrug 1 ml/min. 
 
Ohne Zusatz von NaCl in den Elutionspuffer wird das an das Immunosorbens gebundene 
tdTomato-Tag54 in zwei Hauptfraktionen bei pH 4,0 und pH 3,5 eluiert. Da ebenfalls ein 
geringes Fluoreszenzsignal im Durchfluss detektiert werden konnte, ist davon auszugehen, 
dass das Sorbens bei der eingesetzten Menge an tdTomato-Tag54 gesättigt war. Durch die 
Zugabe von 0,5 M NaCl in den Elutionspuffer wird eine deutliche Änderung des 
Elutionsverhaltens erreicht. Insgesamt konnten vier Elutionspeaks zwischen pH 4,5 und pH 
3,0 nachgewiesen werden, wobei die Intensität der einzelnen Peaks im Vergleich zur Elution 
ohne NaCl deutlich niedriger ausfällt. Durch Zugabe von 1 M NaCl in den Elutionspuffer 
wird dieses Verhalten noch weiter verstärkt, es wurden ebenfalls vier Elutionspeaks im pH 
Bereich zwischen pH 4,5 und 3,0 nachgewiesen, wobei die Intensität der Peaks weiter 
gesunken ist.  
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Die Aufsummierung der Fluoreszenzdaten ergab, dass ohne NaCl Zusatz eine Ausbeute von 
63 %, bei 0,5 M NaCl von 56 % und bei 1 M NaCl von nur 36 % erzielt wurde. Der Zusatz 
von NaCl in den Elutionspuffer hat somit einen negativen Einfluss auf die Ausbeute bei der 
Reinigung von tdTomato-Tag54 (Abbildung 28 D). Des Weiteren waren bei Anwesenheit von 
NaCl niedrigere pH-Werte zur vollständigen Elution des gebundenen tdTomato-Tag54 
notwendig als ohne NaCl, was den Ergebnissen der Pufferscreening Experimente widerspricht 
(3.2.2).  
Zur Beschreibung der Reinheit und Integrität des eluierten tdTomato-Tag54 wurden Proben 
der ersten Reinigung (Abbildung 28 A) per SDS-PAA Gel sowie Immunoblot untersucht. Im 
Coomassie-gefärbten SDS-PAA Gel wurden in den Elutionsfraktionen eine Vielzahl von 
Banden detektiert, die zunächst auf eine Kontamination des tdTomato-Tag54 mit E. coli 
Wirtszellproteinen schließen lassen. Die weiteren Analysen per Immunoblot und die Messung 
der Fluoreszenz im PAA Gel bewiesen jedoch, dass es sich um spezifische tdTomato-Tag54 
Banden handelt (Abbildung 29). Da auch in der nichtgereinigten Probe (P) ein ähnliches 
Bandenmuster nachgewiesen werden konnte (Abbildung 29 B und C), ist eine Degradation 
des Proteins, bedingt durch die chromatographischen Bedingungen, auszuschließen. Des 
Weiteren konnten keine Unterschiede im Bandenmuster zwischen den Fraktionen C4, D4 
(Elution bei pH 4,0) und D5 (Elution bei pH 3,5) ausgemacht werden. Möglicherweise 
interagieren die tdTomato-Tag54 Proteine untereinander, was die zweistufige Elution erklären 
könnte.  
Die Fraktion F6 enthält offenbar nicht vollständig immobiliserten mAk54, der durch die pH-
Wert Absenkung auf pH 2,5 ebenfalls eluiert wurde. In weiteren Experimenten mit der 
gleichen Matrix konnten diese Banden jedoch nicht mehr detektiert werden (Daten nicht 
gezeigt). Um diesen Ablöseeffekt bei der ersten Verwendung des Sorbens zu berücksichtigen, 
wurde das Sorbens in allen nachfolgend durchgeführten Experimenten vor dem Beladen mit 
Elutionspuffer gespült und anschließend equilibriert.  
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Abbildung 29: Reinigung von tdTomato-Tag54 mittels IAC 
Dargestellt sind ausgewählte Fraktionen der Reinigung von tdTomato-Tag54 mittels IAC, 2 ml Lysat tdTomato-
Tag54 exprimierender E. coli BL21 Zellen wurden auf 1 ml mAk54-Immunosorbens geladen, die Elution der 
Proteine erfolgte im pH Stufengradient zwischen pH 7,0 und pH 2,5 in 50 mM Natriumcitrat Puffer. Die 
Flussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min A: Coomassie-gefärbtes SDS-PAA Gel. B: Immonoblot, Primärantikörper 
mAk54 (2 µg/ml), Sekundärantikörper GAMAPFc (0,2 µg/ml). C: Messung der Fluoreszenz im SDS-PAA Gel bei 
480 nm Extinktion und 630 nm Emission. Alle Analysen wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen 
durchgeführt. M: PageRuler Proteinleiter; P: Probe; D: Durchfluss; W: Waschfraktion; C4 & D4: 
Elutionsfraktionen bei pH 4,0; D5: Elutionsfraktion bei pH 3,5; F6: Elutionsfraktion bei pH 2,5; K: 
Positivkontrolle, 20 ng CAT12-Tag54 [40]. 
 
Im Gegensatz zu den Pufferscreening Experimenten konnte statt einer Verbesserung der 
Elutionseffizienz durch Zugabe von NaCl nur ein gegenteiliger Effekt beobachtet werden. 
Allerdings wurden für die Pufferscreening Experimente Natriumacetatpuffer statt des hier 
eingesetzten Natriumcitratpuffers verwendet. Um zu überprüfen, ob der Wechsel des 
Puffersystems einen Einfluss auf das Elutionsverhalten von tdTomato-Tag54 ausübt, wurden 
die zuvor beschriebenen Experimente mit Natriumacetatpuffer wiederholt (Abbildung 30). In 
jedem Experiment wurden 1 ml Lysat tdTomato-Tag54 exprimierender E. coli BL21 Zellen 
auf 0,3 ml mAk54-Immunosorbens geladen und zweistufig bei pH 4,0 und 2,5 sowie bei pH 
3,5 und 2,5 in Anwesenheit von 0 - 1 M NaCl eluiert. 
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Abbildung 30: Reinigung von tdTomato-Tag54 mittels IAC unter Verwendung von Natriumacetatpuffer 
In allen Experimenten wurden jeweils 1 ml E. coli Lysat (1:15 mit PBS verdünnt) auf 0,3 ml mAk54-Matrix 
geladen und in der ersten Stufe mit 100 mM Natriumacetat pH 4,0 mit 0 - 1 M NaCl (A) bzw.                         
pH 3,5  mit 0 - 1 M NaCl (B) sowie in der zweiten Stufe mit 100 mM Glyzin HCl pH 2,5 eluiert. Für die 
Referenzmessung erfolgte die Elution ausschließlich mit 100 mM Glyzin HCl pH 2,5. Alle Proben wurden nach 
der Elution sofort 1:10 mit 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 neutralisiert und via Fluoreszenzmessung (Ex. 530 nm/Em. 
580 nm) analysiert. Gezeigt ist die gemittelte relative Fluoreszenz bezogen auf den Fluoreszenzwert des 
verdünnten Lysates vor der Reinigung. n = drei technische Replikate. 
 
Auch durch die Verwendung von Natriumacetatpuffer konnte kein positiver Einfluss von 
NaCl auf die Elutionseffizienz nachgewiesen werden. Ebenso wie im vorherigen Experiment 
sank die Ausbeute mit steigender NaCl Konzentration. Dennoch konnte mit 100 mM 
Natriumacetat bei pH 3,5 ca. 80 % der funktionalen Ausgangsmenge an tdTomato-Tag54 
aktiv eluiert werden, in den entsprechenden Referenzexperimenten (Abbildung 30) bei denen 
die Elution ausschließlich mit 100 mM Glyzin HCl bei pH 2,5 erfolgte, konnte hingegen nur 
40-45 % funktional eluiert werden. 
 
Die Vorhersagen des Pufferscreenings, dass die Zugabe verschiedener Salze, unter Anderem 
NaCl und NaBr, einen positiven Einfluss auf die Elutionseffizienz ausüben, konnten nicht 
erfolgreich auf die Reinigung von tdTomato-Tag54 übetragen werden. Obwohl die 
Funktionalität von tdTomato-Tag54 in Anwesenheit von 0,5 M NaCl nicht beeinträchtigt 
wird, sinkt die Ausbeute an aktiv eluiertem tdTomato-Tag54 mit steigender NaCl 
Konzentration. Die gleichen Effekte waren auch bei Verwendung von 0,5 - 1 M 
Natriumbromid in 100 mM Natriumacetatpuffer zu beobachten (Daten nicht gezeigt). 
Dennoch wurde unter optimalen Bedingungen - 100 mM Natriumacetat pH 3,5 - 80 % aktives 
tdTomato-Tag54 in hoher Reinheit in den Elutionsfraktionen nachgewiesen (Abbildung 29).  
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3.4.2 Protein L-Tag54 
Zur Expression des zweiten Modellproteins Protein L-Tag54 wurde das entsprechende Gen in 
den Vektor pET54e kloniert und in BL21 transformiert (2.2.6.3), die optimale Induktionszeit 
betrug 21 h bei 28°C (persönliche Mitteilung: Dipl.-Ing. (FH) Alexander Boes, Fraunhofer 
IME). Die induzierten Zellen wurden wie unter 2.6.1 beschrieben aufgeschlossen und das im 
Überstand befindliche Protein L-Tag54 via IAC gereinigt, die Bestimmung der Aktivität vor 
und nach der Reinigung erfolgte per ELISA (2.4.7.5).  
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Abbildung 31: Bestimmung der aktiven Protein L-Tag54 Konzentration nach der Reinigung  
A: Aufgetragen sind die relativen aktiven Konzentrationen an Protein L normalisiert auf den jeweiligen Startwert 
aus drei unabhängigen Experimenten. Für Jede Reinigung wurde Lysat von Protein L-Tag54 exprimierenden 
E. coli BL21 Zellen (200 µg Zellfeuchtmasse) auf 0,5 ml mAk54-Immunosorbens geladen, die Elution des 
gebundenen Protein L-Tag54 erfolgte einstufig mit 100 mM Glyzin-HCl bei pH 2,5. Die Elutionsfraktionen 
wurden im Anschluss 1:10 (v/v) mit 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 neutralisiert, die Bestimmung der aktiven 
Konzentration erfolgte per ELISA (2.4.7.5). B: Coomassie-gefärbtes SDS-PAA Gel ausgewählter Fraktionen: M: 
PageRuler Protein Leiter, S: E. coli Lysat, D: Durchfluss, W: Waschschritt, E1: Elutionsfraktion Experiment 1; 
E2: Elutionsfraktion Experiment 2, E3: Elutionsfraktion Experiment 3. Die Proben S, D und W stammen aus 
Experiment 1 und sind repräsentativ für die entsprechenden Fraktionen der Experimente 2 und 3 (Daten nicht 
gezeigt). n = drei technische Replikate. 
 
Im Gegensatz zu tdTomato-Tag54 ist Protein L außerordentlich pH stabil, daher konnte die 
Elution einstufig bei pH 2,5 erfolgen, ohne die Aktivität negativ zu beeinflussen. Die 
erreichten Protein L Expressionslevel lagen deutlich über dem Erwartungswert, daher wurde 
die überwiegende Menge an Protein L, bedingt durch die niedrige Kapazität und das geringe 
Volumen des eingesetzten Sorbens, nicht gebunden. Dennoch konnte nach Bestimmung der 
Konzentration via ELSIA insgesamt 97±1 % der eingesetzten Menge an Protein L im 
Durchfluss, Waschfraktion und in der Elution wiedergefunden werden, wobei 
Durchschnittlich 7 % in den Elutionsfraktionen detektiert wurden. In den Elutionsfraktionen 
konnten neben der Protein L-Tag54 Bande bei ca. 12 kD noch eine Vielzahl weiterer Banden 
detektiert werden, bei denen es sich wahrscheinlich um multimere Formen des Protein L 
A B 
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handelt. Eine Kontamination mit Wirtszellproteinen kann ausgeschlossen werden, da ein 
ähnliches Bandenmuster weder bei der Reinigung von tdTomato-Tag54, noch bei der im 
nachfolgenden Abschnitt erläuterten Reinigung der scFv-Antikörper aufgetreten ist.  
3.4.3 scFvLR3cp-1 
Um die Eignung der Tag54-Sequenz als Linker für scFv-Antikörper zu untersuchen, wurden 
drei unterschiedliche Tag54-Linkervarianten (L1, L2 und L3) in den scFvLR3cp-1 [54] via 
SOE-PCR (2.2.1.1) unter Zuhilfenahme geeigneter Primerkombinationen (7.1) eingebracht 
(Tabelle 36). Da neben der Zusammensetzung des Linkers auch dessen Länge einen Einfluss 
auf die Funktionalität des scFv-Antikörpers haben kann, wurden die Linkervarianten L2 und 
L3 flankierend durch Aminosäuren des Whitlow 218 Linkers ergänzt. Die PCR Fragmente 
wurden zur Sequenzierung und anschließenden Subklonierung in den Vektor pJET ligiert und 
anschließend über die Restriktionsschnittstellen NcoI und NotI in die Expressionsvektoren 
pSyn und pET22b(+) eingebracht (2.2.6.1) und anschließend in E. coli BL21 transformiert. 
Alle scFvLR3cp-1 Varianten verfügen über einen C-terminalen c-myc und His6-Tag zur 
Detektion und Reinigung via IMAC. 
 
Tabelle 36: scFv Linkervarianten 
Gezeigt sind die Aminosäuresequenzen der unterschiedlichen Tag54 Varianten (Linker 1-3) und die Whitlow 
218 Linkersequenz. Mittels SOE PCR wurden die jeweiligen Linkersequenzen mit den entsprechenden 
Primerpaaren (7.1) in den scFvLR3cp-1 eingefügt. Schwarz: Kernepitopsequenz Tag54, Blau: Flankierende 
Aminosäuren der Tag54 Kernepitopsequenz. Alle Ergebnisse wurden per Sequenzierung verifiziert. 
 
Linker Sequenz 
218 (L218) G S T S G S G K P G S G E G S T K G  
Linker 1 (L1) – entspricht P16 K D W E H L K D W E H L K D W E H L 
Linker 2 (L2) – entspricht P1 G S T K H I K D W E H L E E F T K G 
Linker 3 (L3) – entspricht P3 G S T S G S K D W E H L E G S T K G 
 
Zur Bestimmung der optimalen Induktionsbedingungen wurden zunächst die beiden 
Expressionsvektoren pSyn und pET22b(+) hinsichtlich der scFv Akkumulationslevel am 
Beispiel des scFvLR3cp-1 Linker 2 verglichen. Generell konnte kein großer Unterschied in 
den Akkumulationsleveln bei den gewählten Induktionsbedingungen ausgemacht werden, die 
besten Ergebnisse wurden mit pSyn bei 28°C nach 6 h Induktion erzielt (Abbildung 32). Die 
Zellmasse zu diesem Zeitpunkt war dabei allerdings subjektiv höher als bei Verwendung von 
pET-22b(+). Somit wird mit dem pET-22b(+) Expressionsvektor eine höhere Akkumulation 
des scFv-Antikörpers pro Zelle erreicht und damit verbunden ein günstigeres Verhältnis von 
Gesamtprotein zu spezifischer Produktmenge. Daher wurde der pET-22b(+) Vektor für alle 
nachfolgenden Expressionen der jeweiligen scFv-Linkervarianten verwendet (6 h Induktion, 
28°C).  
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Abbildung 32: Induktionsscreening für scFvLR3cp-1 Linker 2 
Für die Bestimmung der optimalen Induktionsparameter wurden 10 ml LB-Medium mit 500 µl einer E. coli 
BL21 üN-Vorkultur inokuliert und nach Erreichen von OD600 = 0,6 mit 1 mM IPTG induziert. Nach jeweils 3, 6 
und 21 h wurde 1 ml Kultur entnommen und das sedimentierte Zellpellet lysiert. Das Lysat wurde per 
Immunoblot (2.4.3) analysiert (Primärantikörper mAk54, 2 µg/ml; Sekundärantikörper GAMAPFc, 0,2 µg/ml) und 
die Signale mittels AIDA densitometrisch verglichen. 
3.4.3.1 Vergleich der Linkervarianten 
Um eine erste Aussage über den Einfluss der jeweiligen Linker auf die Funktionalität des 
scFv-Antikörpers machen zu können, wurden die drei Tag54 Linker sowie die Whitlow 218 
Linkervariante vergleichend mittels Funktionalitäts-ELISA (2.4.7.6) untersucht. Da zum 
Zeitpunkt der Messung noch keine Quantifizierungsmöglichkeiten via SPR oder analytischer 
Gelfiltration zur Verfügung standen, wurden die relativen Konzentrationen der scFv-
Antikörper nach der Reinigung via IMAC (2.7.1) densitometrisch per SDS-PAGE bestimmt. 
Gleiche Mengen der vier scFv-Antikörper wurden in verschiedenen Verdünnungen via 
Funktionalitäts-ELISA hinsichtlich der Bindung an das Antigen GLRaV3-CP untersucht und 
sowohl über den internen Tag54 als auch über den C-terminalen C-myc-tag nachgewiesen 
(Abbildung 33). Die Detektion über den c-myc Tag belegt, dass die hier untersuchten 
Linkersequenzen keinen Einfluss auf das Bindeverhalten der scFv-Antikörper an das Antigen 
ausüben, da die Signalstärke bei gleicher Konzentration der scFv-Antikörper für alle vier 
Linkervarianten nahezu identisch ist. Der Nachweis über den internen Tag54 konnte ebenfalls 
erfolgreich durchgeführt werden, die Varianten L1 und L2 zeigen dabei eine sehr ähnlich 
Signalverteilung und erreichen bei gleichen scFv-Antikörper Konzentrationen eine zweifach 
höhere Signalstärke als beim Nachweis über den c-myc Tag. Die Linkervariante L3 wird im 
linearen Messbereich über den internen Tag54 um Faktor 10-20 weniger sensitiv detektiert als 
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die Varianten L1 und L2. Somit ist die Variante L3 nicht als Linker geeignet und wurde daher 
in den nachfolgenden Experimenten nicht weiter betrachtet. 
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Abbildung 33: Vergleich der scFvLR3cp-1 Linkervarianten via Funktionalitäts-ELISA 
Die Konzentrationen der vier untersuchten scFvLR3cp-1 Linkervarianten wurde densitometrisch via SDS-PAGE 
bestimmt. Da keine geeigneten Standards zur Verfügung standen, können nur die relativen Konzentrationen 
angegeben werden. Gleiche Mengen der scFv-Antikörper wurden in einer seriellen Verdünnung mittels 
Funktionalitäts-ELISA verglichen. Dabei wurde die ELISA-Platte mit dem korrespondierenden Antigen 
GLRaV3-CP beschichtet sodass nur funktionaler scFv-Antikörper nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis 
der scFv-Antikörper erfolgte sowohl über den internen Tag54 wie auch über den C-terminalen c-myc-tag. Zur 
besseren Darstellung ist die X-Achse in drei Abschnitte mit unterschiedlicher Skalierung unterteilt. n = 2 
technische Replikate. Für die Durchführung dieser Experimente wurde via IMAC gereinigte scFv-
Antikörperpräparationen verwendet. 
3.4.3.2 Reinigung der scFv-Antikörper: Vergleich von IMAC und IAC 
Um den Einfluss der Linkesequenz bezüglich der kinetischen Parameter der Interaktion 
zwischen scFv und Antigen zu untersuchen, wurden SPR-Analysen mit immobilisiertem 
Antigen durchgeführt (2.4.6.3). Die dafür benötigten Mengen an scFv-Antikörper wurden 
zuvor per IMAC (L218) (2.7.1) oder IAC (L1 und L2) (2.7.5.2) gereinigt und deren Integrität 
und Funktionalität mittels analytischer Gelfiltration, SDS-PAGE und ELISA verifiziert. Nach 
der Reinigung wurden die Konzentrationen der scFv-Antikörper in allen Fraktionen mittels 
Funktionalitäts-ELISA (2.4.7.6) bestimmt, um eine Aussage über die Ausbeute wie auch über 
mögliche Funktionalitätsverluste treffen zu können (Tabelle 37). Zusätzlich wurden die 
Elutionsfraktionen bezüglich der Reinheit der eluierten scFv-Antikörper via SDS-PAGE 
(Abbildung 34), Immunoblot (Daten nicht gezeigt) und analytischer Gelfiltration untersucht. 
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Tabelle 37: Bestimmung der relativen Konzentration der scFvLR3cp-1 Linkervarianten nach der  
          Reinigung via IMAC und IAC 
Lysat der scFvLR3cp-1 L1, L2 oder L218 exprimierenden E. coli BL21 Zellen wurde auf jeweils 1 ml IMAC 
(L218) bzw. mAk54-Immunosorbens (L1 und L2) geladen (Flussrate 1 ml/min). Die Elution erfolgte mit 
250 mM Imidazol in PBS pH 8,0 (IMAC) bzw. 100 mM Natriumacetat pH 3,5 (IAC). Die Konzentration der 
jeweiligen scFvLR3cp-1 Linkervarianten wurde per Funktionalitäts-ELISA bestimmt. Dabei wurde die ELISA-
Platte mit dem korrespondierenden Antigen GLRaV3-CP beschichtet, sodass nur funktionaler scFv-Antikörper 
nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis der scFv-Antikörper erfolgte über den c-terminalen His6-Tag: 
Primärantikörper RAH, 1 µg/ml; Sekundärantikörper GARFCHRPO, 0,16 µg/ml. Die Ergebnisse wurden auf den 
Messwert des Lysates vor der Reinigung normalisiert, wobei die Konzentration der scFv-Antikörper im Lysat als 
100% definiert wurde. n = drei biologische Replikate 
 
 scFvLR3cp-1 L1 scFvLR3cp-1 L2 scFvLR3cp-1 L218 
 
Durchfluss 42±2% 51±12% 2±2% 
Waschfraktion 46±8% 20±3% 1±1% 
Elution 38±9% 29±8% 45±14% 
    
Wiederfindungsrate 126±16% 100±1% 48±13 
 
Die Bestimmung der relativen Konzentrationen weist deutliche Unterschiede zum Einen 
zwischen den drei Linkervarianten, zum Anderen zwischen den beiden Reinigungsmethoden 
auf. Bei der IAC wird die überwiegende Menge der scFv-Antikörper im Durchfluss und der 
Waschfraktion detektiert, wohingegen bei der IMAC nur geringe Mengen in diesen 
Fraktionen nachgewiesen werden konnten. Diese Verluste sind auf die deutlich geringere 
Kapazität des mAk54-Immunosorbens zurückzuführen. 
Insgesamt konnten zwischen 30 - 45 % der funktionalen scFv Ausgangsmenge in den 
jeweiligen Elutionsfraktionen nachgewiesen werden, auffällig sind jedoch die signifikanten 
Unterschiede in den Gesamtwiederfindungsraten: Für die mittels IAC gereinigten Varianten 
wurden insgesamt 126 % (L1) bzw. 100 % (L2) der funktionalen Ausgangsmenge, für die 
mittels IMAC gereinigte Variante L218 allerdings nur 48 % nachgewiesen werden.  
Diese extremen Unterschiede legen nahe, dass entweder Komponenten im Lysat vorhanden 
sind, welche die Aktivität der scFv negativ beeinflussen und bei der Reinigung via IMAC 
nicht entfernt werden, oder dass es, bedingt durch die jeweiligen Elutionsbedingungen, zu 
einer konformationellen Umlagerung des scFv kommt, wodurch zuvor inaktive Formen in 
Aktive überführt werden. 
Um einen Eindruck über die Reinigungsleistung der beiden Systeme erhalten zu können 
wurden die Elutionsfraktionen der drei scFv-Antikörper via SDS-PAGE verglichen und die 
Reinheit densitometrisch24 verglichen. Beide via IAC gereinigten scFv-Antikörper weisen 
hohe Reinheitsgrade von 80 % (L1) und 92 % (L2) auf, während der Reinheitsgrad der via 
                                                 
24 Densitometrische Bestimmung der Reinheit: Peakfläche der scFv-Antikörperbande im Coomassie-gefärbten 
SDS-PAA Gel in Relation zum Gesamtflächensignal 
Ergebnisse 
 
- 82 - 
IMAC gereinigten Variante L218 nur 32 % beträgt (Abbildung 34). Die Verifikation der 
scFv-Antikörper Banden erfolgte per Immunoblot (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 34: Reinheit der scFv-Antikörper nach der Reinigung via IAC oder IMAC 
Lysat der scFvLR3cp-1 L1, L2 oder L218 exprimierenden E. coli BL21 Zellen wurde auf jeweils 1 ml IMAC 
(scFvLR3cp-1 L218) bzw. mAk54-Immunosorbens (scFvLR3cp-1 L1 und L2) geladen (Flussrate 1 ml/min). Die 
Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol in PBS pH 8,0 (IMAC) bzw. 100 mM Natriumacetat pH 3,5 (IAC). 
Dargestellt sind die Elutionsfraktionen nach IAC (scFvLR3cp-1 L1 und L2), nach IMAC (scFvLR3cp-1 L218) 
sowie ein für alle Proben repräsentatives Lysat. Die Proben wurden unter reduzierenden Bedingungen per SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Coomassie Brilliant blue angefärbt. 
 
Um die Integrität der eluierten scFv-Antikörper hinsichtlich des potentiellen Einflusses der 
Linkersequenz auf die Faltung bzw. Multimerisierung zu bestimmen, wurden die eluierten 
Proben unter nativen Bedingungen mittels analytischer Gelfiltration untersucht (2.7.4). Alle 
Fraktionen der Reinigung wurden mittels Antigen-ELISA untersucht, um die gemessenen 
UV280nm Signale zweifelsfrei den scFv-Antikörpern zuweisen zu können. Dabei wurden keine 
multimeren Formen der Varianten scFvLR3cp-1-L1 und -L2 nachgewiesen. Beide scFv-
Antikörper weisen nur einen einzelnen symmetrischen Peak bei einem Retentionsvolumen 
von 75 ml bzw. 71 ml auf, was auf, eine hohe Reinheit der untersuchten Proben schließen 
lässt (Abbildung 35). Die mittels IMAC gereinigte scFvLR3cp-1-L218 Probe weist eine 
partielle Dimersierung auf, was durch das vorgelagerte Maximum im Antigen-ELISA belegt 
wird. Ein entsprechendes UV280nm Signal kann jedoch nicht eindeutig zugewiesen werden, 
Gründe dafür können in der geringen Konzentration des potentiellen Dimers (berechnete 
Größe 45-50kDa) oder überlagernden Kontamination liegen. Hervorzuheben ist, dass in 
keiner der untersuchten Proben Degradationsprodukte der scFv-Antikörper nachgewiesen 
werden konnten.  
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Abbildung 35: Bestimmung der Integrität der gereinigten scFvLR3cp-1 Varianten mittels Gelfiltration 
Dargestellt sind die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration der drei scFvLR3cp-1 Varianten L1, L2 und L218 
(Sephacryl S200HR 16/60, Laufmittel PBS pH 7,4; 1ml/min). Für jeden Lauf wurde 1 ml zuvor via IAC und 
IMAC gereinigten scFv-Antikörper aufgetragen, der gesamte Lauf wurde in 2 ml Fraktionen aufgefangen und 
mittels Funktionalitäts-ELISA analysiert. Dabei wurde die ELISA-Platte mit dem korrespondierenden Antigen 
GLRaV3-CP beschichtet, sodass nur funktionaler scFv-Antikörper nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis 
der scFv-Antikörper erfolgte über den C-terminalen His6-Tag: Primärantikörper RAH, 1 µg/ml; 
Sekundärantikörper GARFCHRPO, 0,16 µg/ml. Die Ergebnisse des ELISA sind in schwarz dargestellt, die der 
Gelfiltration [mAu 280nm] in rot (L1), grau (L2) und blau (L218). 
 
Der Vergleich der Retentionsvolumina der scFv-Antikörper und des daraus resultierenden 
Molekulargewichtes zeigt deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten auf 
(Tabelle 38): Während die berechneten Molekulargewichte der Varianten L2 und L218 nur 
minimal vom theoretischen Wert abweichen, besteht bei scFvLR3cp-1-L1 ein Unterschied 
von 6,7 kDa zwischen dem theoretischen und dem berechneten Molekulargewicht. Eine 
partielle Degradation des scFvLR3cp-1-L1 ist unwahrscheinlich, da alle scFv-Varianten unter 
reduzierenden Bedingungen laut SDS-PAGE (Abbildung 34) die gleiche Größe besitzen. 
Dieser Umstand deutet darauf hin, dass die Faltung des scFvLR3cp-1-L1 durch die 
Linkersequenz beeinflusst wird, aufgrund dessen der scFvLR3cp-1-L1 unter nativen 
Bedingungen ein geringeres Molekulargewicht aufweist, als er unter reduzierenden 
Bedingungen besitzt.  
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Tabelle 38: Vergleich der Molekulargewichte der via Gelfiltration analysierten scFvLR3cp-1 Varianten 
Dargestellt ist der Vergleich der theoretischen und berechneten Molekulargewichte der drei scFvLR3cp-1 
Varianten L1, L2 und L218. Für die Berechnung der Molekulargewichte wurden die gereinigten scFv-Antikörper 
mittels analyischer Gelfiltration untersucht (Sephacryl S200HR 16/60, Laufmittel PBS pH 7,4; 1ml/min). In 
jeden Lauf wurde 1 ml des zuvor via IAC oder IMAC gereinigten scFv-Antikörpers aufgetragen, der gesamte 
Lauf wurde in 2 ml Fraktionen aufgefangen und mittels Antigen-ELISA analysiert. Dabei wurde die ELISA-
Platte mit dem korrespondierenden Antigen GLRaV3-CP beschichtet, sodass nur funktionaler scFv-Antikörper 
nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis der scFv-Antikörper erfolgte über den C-terminalen His6-Tag: 
Primärantikörper RAH, 1 µg/ml; Sekundärantikörper GARFCHRPO, 0,16 µg/ml. Für die Berechnung des 
Molekulargewichtes wurde die verwendete Sephacryl S200HR (16/60) Säule mittels des „High molecular 
weight“ Kits (GE Healthcare) nach Herstellerangaben kalibriert (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 Retentionsvolumen [ml] 
Theoretisches 
Molekulargewicht [kD] 
Berechnetes 
Molekulargewicht [kD] 
scFvLR3cp-1 L1 75 28,9 23,2 
scFvLR3cp-1 L2 71 28,6 29,2 
scFvLR3cp-1 L218 72 28,0 26,6 
 
3.4.3.3 Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen den 
scFvLR3cp-1 Linkervarianten und dem Antigen  
Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen den drei scFvLR3cp-1 
Linkervarianten und dem Antigen GLRaV3-CP wurden die zuvor über IAC bzw IMAC 
gereinigten scFv-Antikörper konzentriert und der Puffer gegen HBS-EP ausgetauscht 
(Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren, 5kD Ausschlußgröße ). Im Anschluss wurden zunächst 
die aktiven Konzentrationen der scFv-Antikörper mittels SPR unter Verwendung der 
„calibration free active concentration - CFAC“ Methode (2.4.6.4) und die 
Gesamtkonzentration mittels analytischer Gelfiltration bestimmt (2.4.7.3). Der Quotient 
beider Konzentrationen entspricht dabei dem aktiven Anteil an der Gesamtmenge der 
jeweiligen scFv-Antikörper Präparation (Tabelle 39).  
Bezüglich des aktiven Anteils der scFv-Antikörper an der Gesamtkonzentration bestehen 
deutliche Unterschiede zwischen den drei Linkervarianten: Die Variante L1 weist nur einen 
aktiven Anteil von 14 % auf, während für die Varianten L2 und L218 ein Anteil von 35% 
bzw. 27 % bestimmt wurde. Die Variante L1 hat demnach einen deutlich negativen Einfluss 
auf die Aktivität des scFv-Antikörpers im Vergleich zu L2 und L218, die sich nur 
unwesentlich voneinander unterscheiden. Ein Vergleich der aktiven Konzentrationen mit den 
entsprechenden Retentionsvolumina bzw. dem errechneten Molekulargewicht nach der 
analytischen Gelfiltration belegt einen Zusammenhang zwischen der Aktivität der scFv-
Antikörper und ihrer scheinbaren Größe: Je größer die Abweichung des berechneten vom 
theoretischen Molekulargewicht, desto geringer ist der Anteil des aktiven scFv-Antikörpers an 
der Gesamtkonzentration.  
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Tabelle 39: Bestimmung der scFv-Antikörper Konzentrationen  
Dargestellt sind die aktive- sowie die Gesamtkonzentration der jeweiligen scFv-Antikörper gemessen mittels 
CFAC und analytischer Gelfiltration. Für die SPR CFAC Methode wurden 26.500 RU des Antigens GLRaV3-
CP auf einer CM5-Chip Oberfläche immobilisert (2.4.6.3) und die zu quantifizierenden Proben in gleicher 
Konzentration bei sieben unterschiedlichen Flussraten gemessen: 100, 80, 60, 40, 20, 10 und 5 µl/min. Die 
Berechnung der aktiven molaren Konzentration erfolgte per „BIAcore T100 evaluation software“ (Version 4.1). 
Die Berechnung der Gesamtkonzentration erfolgte mittels Unicorn 5.10 Software anhand der Peakfläche und des 
molekularen Extinktionskoeffizienten der jeweiligen scFv-Antikörper nach der analytischen Gelfiltration 
(Superdex 200 10/300, Laufmittel PBS pH 7,4; 0,7 ml/min ; (2.4.7.3)). 
 
  scFvLR3cp-1 L1 scFvLR3cp-1 L2 scFvLR3cp-1 L218 
Gesamtkonzentration 212 g/ml 166 µg/ml 111 µg/ml 
Aktive Konzentration 29 µg/ml 58 µg/ml 30 µg/ml 
Aktivität  13,7%  34,7%  27% 
 
Für die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden die drei scFv-Antikörper Varianten in 
jeweils neun seriellen Verdünnungen zwischen 100 – 0,4 nM (Linker 2) bzw. 50 – 0,2 nM 
(Linker 1 und L218) hinsichtlich der Interaktion mit dem immobiliserten Antigen GLRaV3-
CP via SPR analysiert (2.4.6.3). Alle Messungen wurden zur Verifizierung der Ergebnisse 
zweifach durchgeführt, für die Auswertung wurden die Messwerte der zusammengehörigen 
Kurvenpaare gemittelt. Die dafür verwendeten Konzentrationen beziehen sich ausschließlich 
auf die mittels CFAC (2.4.6.4) bestimmten aktiven Konzentration der scFv-Antikörper. Die 
graphischen Darstellungen der Interaktionen sind dem Anhang zu entnehmen (7.4), eine 
Zusammenfassung der kinetischen Parameter ist in Tabelle 40 dargestellt. Ungeachtet der 
signifikanten Unterschiede im Anteil des funktionalen scFv an der Gesamtkonzentration, 
konnten nur marginale Abweichungen in den kinetischen Parametern der jeweiligen scFv-
Antikörper gemessen werden. Der Austausch der Linkersequenz hat demnach zwar einen 
Einfluss auf den Anteil des aktiven scFv, wirkt sich jedoch nicht auf die 
Bindungseigenschaften aus. Anhand dieser Daten hat sich die Tag54 Linkervariante L2 als 
hervorragende Alternative zum Whitlow 218 Linker herausgestellt. Zum Einen ermöglichte 
der interne Tag54 die hochspezifische Reinigung des scFv in einem Schritt mit über 90 % 
Reinheit ohne Verlust der Aktivität. Zum Anderen war der aktive Anteil des scFvLR3cp-1 L2 
an der Gesamtkonzentration verglichen zur L218 Variante um 23 % höher.  
 
Tabelle 40: Zusammenfassung der kinetischen Parameter  
Dargestellt sind die kinetischen Parameter der Interaktion der drei scFv-Antikörper Varianten mit dem Antigen 
GLRaV3-CP. Für die Messungen wurden 2500 Ru des Antigens auf der Oberfläche eines CM5-Chips 
immobilisiert. Die drei scFvLR3cp-1 Varianten scFvLR3cp-1-L1, scFvLR3cp-1-L2 und scFvLR3cp-1-L218 
wurden in neun seriellen Verdünnungen zwischen 100 – 0,2 nM bei 30 µl/min (180 sec. Assoziation, 240 sec. 
Dissoziation) und 25 °C in HBS-EP Puffer gemessen, die Konzentrationen der scFv wurden zuvor mittels SPR 
CFAC bestimmt. Die Oberfläche des Chips wurde nach jeder Messung mit 30 mM HCl (2x 15 µl) regeneriert. 
Für die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt. n = zwei technische 
Replikate. ka: Assoziationskonstante, kd: Dissoziationskonstante, KD: Bindekonstante 
 
  Ka (1/Ms) kd(1/s) KD (M) 
scFvLR3cp-1 L218 8,8e5 2,17e-3 2,46e-9 
scFvLR3cp-1 L1 6,21e5 2,11e-3 3,4e-9 
scFvLR3cp-1 L2 7,79e5 2,24e-3 2,88e-9 
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4 Diskussion 
Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren die genaue Analyse der Bestandteile des Tag54 
Systems zur Detektion und Reinigung rekombinanter Proteine, die Identifizierung 
vorhandener Schwachstellen und die Entwicklung neuer Methoden und Wege diese zu 
umgehen. Als Hauptschwachstellen wurden die kostenintensive Produktion und Reinigung 
des monoklonalen Antikörpers 54 sowie die Notwendigkeit harsche Bedingungen zur Elution 
bei der Immunoaffinitätschromatographie einzusetzen, welche zu einer irreversiblen 
Denaturierung der Zielproteine und des mAk54 führen können, ausgemacht. 
Durch die Verwendung moderner Einwegbioreaktoren und Sorbenzien sowie durch die exakte 
Bilanzierung des Produktions- und Reinigungsprozesses, konnten die Bereitstellungskosten 
für den mAk54 auf ein Niveau von 1,70 € pro mg gebracht werden. Durch den modularen 
Aufbau des Produktionssystems können mAk54 Mengen im Gramm-Maßstab innerhalb 
weniger Wochen bereitgestellt werden. Durch die Charakterisierung der mAk54/Tag54 
Interaktion war es möglich eine vielversprechende Variante des Tag54 zu generieren (P16), 
die die quantitative Elution der Zielproteine bereits bei pH-Werten zwischen 3,5 - 4,0 
ermöglicht, während für die unmodifizierte Variante eine pH-Wert Absenkung auf pH 2,5 
notwendig ist. Mittels eines Hochdurchsatzpufferscreening Experimentes wurden 
Vorhersagen bezüglich der Wirksamkeit verschiedener Puffer auf die Elutionseffizienz der 
P16 sowie fünf weiterer Tag54-Varianten durchgeführt, die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen konnten jedoch nicht erfolgreich auf die IAC übertragen werden. Dennoch 
konnten die drei Modellproteine tdTomato-Tag54, Protein L-Tag54 und der scFvLR3cp-1-
Tag54 erfolgreich mittels IAC gereinigt werden: Alle Proteine wurden in hoher Reinheit und 
überwiegend funktional von dem mAb54-Immunosorbens eluiert. Im Gegensatz zu der C-
terminalen Fusion des Tag54 an Protein L und tdTomato wurde der Tag54 im scFvLR3cp-1 
als Linker zwischen den variablen Domänen der leichten und schweren Antikörperkette 
eingesetzt. Weder eine Beeinträchtigung der Funktionalität des scFv-Antikörpers, noch eine 
Beeinträchtigung der Zugänglichkeit und Funktionalität des Tag54 konnten dabei festgestellt 
werden.  
4.1 Produktion und Reinigung des mAk54 
Für die Generierung und weitere Kultivierung von Hybridomazelllinien werden oftmals 
Medien verwendet, die mit fötalem Kälberserum (FCS) supplementiert sind [71]. Die im FCS 
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enthaltenen Komponenten, wie Wachstumsfaktoren oder Hormone, sind besonders nach der 
Fusion der antikörperproduzierenden murinen Milzzellen mit den Hybridomazellen für das 
erfolgreiche Überleben der fusionierten Zellen essentiell und wirken auch nach der 
Monoklonalisierung der Zellen zumeist positiv auf das Wachstum und die Produktivität ein 
[72, 73]. Allerdings beinhaltet das FCS große Mengen boviner Ig, die ebenso wie die 
sezernierten murinen Antikörper, bei der anschließenden Antikörperreinigung an das Sorbens 
binden [74]. Die Unterschiede hinsichtlich der Bindungsaffinität an das Sorbens ist zwischen 
murinen und bovinen Ig äußerst gering, sodass eine chromatographische Trennung beider 
Antikörpergruppen sehr aufwendig ist. Neben den bovinen Ig enthält das FCS noch eine 
Vielzahl bekannter und unbekannter Komponenten, was sich ebenfalls störend auf die 
Reinigung der murinen Antikörper auswirken kann [71-73]. 
Die einfachste Möglichkeit, diese Problematik zu umgehen ist somit die 
antikörperproduzierende Zellline auf chemisch definierte Medien zu adaptieren, die keinerlei 
Proteinzusätze enthalten. Somit sind die im FCS enthaltenen Kontaminationsquellen von 
Beginn der Produktion an ausgeschlossen. Der Einsatz von chemisch definierten bzw. 
vollsynthetischen Medien ist allerdings nicht völlig problemlos, da einige Zellen ohne Zusatz 
von FCS nicht kultiviert werden können bzw. die Produktivität drastisch sinken kann [72]. 
Des weiteren ist der Preis für vollsynthetische Medien 10-30x höher als für Serum-
supplementierte. Daher erfolgte zu Beginn dieser Arbeit die Adaption der mAk54 
sezernierenden Zellinie 54k(5) auf vollsynthetische Kultmedien verschiedener Hersteller. In 
späteren Versuchen wurde dann untersucht, wie stark sich die höheren Kosten des 
vollsynthetischen Mediums auf die gesamten Prozesskosten auswirken.  
4.1.1 Produktion des mAk54 
Die Produktion des mAk54 erfolgte in zwei unterschiedlichen Einwegbioreaktorsystemen der 
Firmen Corning (HyperFlask) und Sartorius (Celline), die sich beide hinsichtlich ihres 
Funktionsprinzipes und der Bauweise stark voneinander unterscheiden (3.1.3). In Bezug auf 
die Produktakkumulation und -qualität konnten keine nennenswerten Unterschiede zwischen 
den beiden Systemen festgestellt werden. Sowohl in den Hyperflask- wie auch 
Cellinebioreaktoren wurden durchschnittliche Akkumulationslevel von 50 mg mAk54 pro 
Liter eingesetztes Medium erzielt, verschiedene Literaturquellen nennen für ähnliche 
Experimente Akkumulationslevel zwischen 40 - 64 mg pro Liter [75-77]. Der Vorteil der 
Cellinereaktoren gegenüber den Hyperflaskreaktoren liegt allerdings in den getrennten 
Nährstoff- und Zellwachstumskompartimenten, wodurch zum Einen der Antikörper nach der 
Ernte in relativ hohen Konzentrationen vorliegt (>3 mg/ml) [77] und damit das 
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Prozessvolumen für die anschließende Proteinreinigung niedrig gehalten wird. Zum Anderen 
wird die Verwendung von Serum-supplementiertem Medium im Nährstoffkompartiment 
ermöglicht, ohne dass es zu einer Kontamination des mAk54 mit höhermolekularen 
Bestandteilen (> 10 kDa) des Serum-supplementierten Mediums kommen kann [75].  
Ein vergleichendes Experiment bezüglich der Verwendung von Serum-supplementiertem oder 
vollsynthetischem Medium im Nährstoffkompartiment der Cellinereaktoren erbrachte, dass 
mit Serum-supplementiertem Medium 20% niedrigere mAk54 Akkumulationslevel (42 mg/l) 
erzielt wurden, als mit vollsynthetischem Medium. Mögliche Gründe dafür sind die 
Unterschiede im Verhältnis der einzelnen Nährstoffe wie Glutamin oder Glucose - die genaue 
Zusammensetzung der Medien ist unbekannt - welche die Vitalität und somit auch die 
Produktivität der Zellen beeinflussen [78-80]. Die Cellinebioreaktoren sind als Einwegartikel 
ausgelegt, konnten aber in Einzelversuchen bis zu 40x wiederbefüllt werden. Ein Vergleich 
von drei parallel inkubierten Reaktoren, die unter gleichen Bedingungen gefüllt, geerntet und 
wiederbefüllt wurden zeigte, dass es über einen Zeitraum von vier Wochen nicht zu einer 
Reduzierung der Antikörperakkumulation kam, die durchschnittliche Produktivität lag dabei 
bei 43 mg/l (3.1.2.2). Durch die mehrfache Wiederbefüllung der Reaktoren können die 
Prozesskosten für die Bereitstellung monoklonaler Antikörper deutlich reduziert werden [75, 
77]. 
4.1.2 Reinigung des mAk54 
Für die Reinigung von Antikörpern stehen unter Anderem verschiedene 
Antikörperbindeproteine bakteriellen Ursprungs zur Verfügung, darunter Protein A aus 
Staphylococcus aureus [81], Protein G aus Streptococcus spec. [82] und Protein L aus 
Peptostreptococcus magnus [68]. Protein A und Protein G binden hauptsächlich an den Fc-
Teil der Immunglobuline, während Protein L an die ĸ leichte Kette bindet. Dabei werden 
Antikörper verschiedener Spezies mit unterschiedlicher Affinität gebunden. Humane IgG1 
und IgG2 binden gleichermaßen gut an Protein A und Protein G, während humane IgG2 nicht 
von Protein A, hingegen sehr gut von Protein G gebunden werden [83-85]. Murine IgG1 - wie 
der mAk5425 - binden nur schwach an Protein A [48, 86], weisen jedoch gute Affinitäten 
gegenüber Protein G auf. Protein L bindet nur an die ĸ leichte Kette der Antikörper und 
reagiert - im Gegensatz zu Protein A und Protein G - nicht mit bovinen Ig. Somit wäre Protein 
L ein idealer Kandidat für die Reinigung des mAk54, allerdings bindet Protein L nicht an die 
murine ĸ6-13 Kette des mAk54 [59]. 
                                                 
25 Der mAk54 wurde nach Analyse der DNA-Sequenz der leichten und schweren Kette (Daten nicht gezeigt) als    
   IgG1 mit einer ĸ 6-13 leichten Kette klassifiziert. 
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Eine Alternative zu den proteinbasierten Reinigungsmethoden stellt das von Pall entwickelte 
„mixed-mode“ Sorbens MEP HyperCel dar [46, 47, 87]. Der Ligand 4-Mercapto-Ethyl-
Pyridine wurde auf Cellulosesphären immobilisiert und bindet selektiv Immunglobuline. Die 
Bindung der Antikörper an den Liganden beruht auf milden hydrophoben Wechselwirkungen 
unter neutralen Bedingungen. Durch die Ansenkung des pH-Wertes auf Werte zwischen pH 
4 - 5 wird eine elektrostatische Abstoßung induziert, die zur Elution der gebundenen 
Antikörper führt [88]. Die Elution erfolgt üblicherweise bei pH 4 - 5 und damit unter deutlich 
milderen Bedingungen als den bei Protein A und Protein G notwendigen Werten von pH 2 - 3 
[89, 90]. Das MEP HyperCel Sorbens ist vollständig anorganisch und somit 
widerstandsfähiger gegenüber rigiden Regenerationsprotokollen. Zudem entfällt die Gefahr, 
dass der gereinigte Antikörper mit Protein A/G oder L Fragmenten kontaminiert sein könnte.  
Um eine effiziente Reinigung des mAk54 zu ermöglichen, wurden daher die drei Sorbenzien 
Protein A Sepharose, Protein G Sepharose und MEP HyperCell (3.1.3)in Bezug auf das 
Binde- und Ablöseverhalten sowie hinsichtlich der Integrität und Qualität des mAk54 nach 
der Reinigung verglichen. Da murine IgG1 nur eine geringe Affinität zu Protein A aufweisen, 
[48, 86] konnte wie zu erwarten, nur eine minimale Bindung an Protein A festgestellt werden, 
wohingegen eine gute Bindung an Protein G oder MEP erfolgte. Hinsichtlich der Qualität und 
Intergität des mAk54 nach der Reinigung via Protein G oder MEP wurden nur marginale 
Unterschiede festgestellt. In beiden Fällen wurde vollständig intakter und zu 85 % (Protein G) 
bzw. 90 % (MEP) reiner Antikörper von den beiden Sorbenzien eluiert. Im Gegensatz zu 
Protein G konnte der gebundene mAk54 beim MEP HyperCel Sorbens schon bei pH 5,0 
anstatt pH 3,5 eluiert werden (3.1.3). Ein weiterer Grund, der für den Einsatz von MEP 
HyperCel spricht, ist der Preis des Sorbens, der nur ca. 25 % des von Protein A oder G 
Sepharose mit ähnlicher Kapazität entspricht [87]. 
 
Laut Herstellerangaben besitzt das MEP HyperCel Sorbens eine statische Bindekapazität von 
ca. 37 mg pro ml Sorbens für murine IgG1 [88]. Die dynamische Bindekapazität ist jedoch 
niedriger anzusiedeln und liegt nach Schwartz et al. [87] zwischen 21 - 33 mg/ml. Basierend 
auf diesen Daten wurde für alle Experimente eine spezifische Kapazität von 10 mg/ml 
angenommen, um möglichen Ausbeuteverlusten vorzubeugen.  
Versuche haben gezeigt, dass die Probenauftragsgeschwindigkeit in Kombination mit der 
Konzentration des mAk54 im Medienüberstand ebenfalls einen Einfluss auf die Ausbeute 
besitzt (3.1.3.1). Um dies zu berücksichtigen wurde die maximale Probenauftrags-
geschwindigkeit auf 150 cm/h begrenzt.  
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In den ersten Experimenten lag die Ausbeute an mAk54 nach dem Reinigen nur im Bereich 
von ca. 50 % (3.1.3.2). Diese, ebenfalls von Schwartz et al. [87] beschriebene niedrige 
Ausbeute bei der Reinigung monoklonaler Antikörper aus synthetischen 
Zellkulturmedienüberständen ist auf den im Medium enthaltenen synthetischen Eisenträger 
zurückzuführen, der ebenfalls eine gewisse Affinität zum MEP Liganden aufweist und somit 
die Bindekapazität der Matrix reduziert. Durch Zugabe von Na4EDTA in den 
Medienüberstand wurde der Eisenträger komplexiert [87] und die Ausbeute konnte auf 95 % 
gesteigert werden (3.1.3.2). 
4.1.3 Bilanzierung der Antikörperproduktion und -reinigung  
Um die optimale Ausnutzung der Cellinereaktoren hinsichtlich einer möglichst effizienten 
wie auch kostengünstigen Produktion des mAk54 zu bestimmen, wurden alle den 
Herstellungsprozess betreffenden Posten wie Personalkosten, Verbrauchsmaterial sowie 
Gerätekosten erfasst. Durch die Extrapolation dieser Daten konnte die bestmögliche Nutzung 
der Cellinereaktoren unter Berücksichtigung der Prozessdauer, der Art des verwendeten 
Mediums wie auch der Menge des produzierten mAk54 berechnet werden (3.1.4.2).  
Eine Pauschalisierung einzelner Einflussgrößen hinsichtlich der Kosten des gesamten 
Herstellungsprozesses war nur eingeschränkt möglich, da der Preis für die Bereitstellung einer 
definierten Menge des mAk54 abhängig von der Anzahl der parallel genutzten Reaktoren 
sowie der Anzahl der Wiederbefüllungen ist. Beispielsweise kann die Menge von 2 g mAk54 
bei Verwendung vollsynthetischen Mediums für 3383 € (fünf Reaktoren, jeweils acht Ernten) 
oder 3803 € (zehn Reaktoren, jeweils vier Ernten), bei Verwendung von Serum-
supplementierten Mediums bereits für 1963 € (sechs Reaktoren, jeweils acht Ernten) oder 
2463 € (zwölf Reaktoren, vier Ernten) produziert werden. Die Posten der Medien- sowie der 
Personalkosten sind in jedem dieser Beispiele konstant. Da Letztere aber in allen Fällen sehr 
ähnlich sind, sind die bestehenden Unterschiede einzig auf die Art des verwendeten 
Kulturmediums zurückzuführen. Neben der Bilanzierung des Produktionsprozesses wurde 
ebenfalls eine Bilanzierung der Antikörperreinigung durchgeführt (3.1.4.2), wobei auch alle 
anfallenden Personal-, Sach,- und Gerätekosten erfasst wurden. Die Reinigung von einem 
Gramm mAk54 via MEP HyperCel erfordert demnach einen Kostenaufwand von ca. 430 € 
und beträgt somit 25 % der Gesamtprozesskosten. Als Hauptkostenfaktor bei der 
Antikörperreinigung wurden die Personalkosten identifiziert, die jedoch mittels 
Teilautomatisierung des Reinigungsprozesses durch die Entwicklung und Implementierung 
einer adaptiven Prozesssteuerung auf ein notwendiges Minimum reduziert werden konnten. 
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Baumann von der Firma INTEGRA Biosciences AG hat eine detaillierte Kostenkalkulation 
bezüglich der Produktion monoklonaler Antikörper in Cellinebioreaktoren veröffentlicht, die 
sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit decken [75]. Bei einer spezifischen 
Antikörperproduktionsrate von 0,04 mg/ml - die Produktivität der mAk54 sezernierenden 
Zelllinie beträgt 0,043 mg/ml - und insgesamt sieben Ernten über einen Zeitraum von sieben 
Wochen, werden für die Gesamtproduktionsmenge von 200 mg Kosten in Höhe von 320 € 
veranschlagt, die alle anfallenden Verbrauchsmittel und Personalkosten beinhalten.  
Für die gleiche Menge des mAk54 - unter gleichen Produktionsbedingungen - würden Kosten 
in Höhe von 325 € anfallen. Zu berücksichtigen ist jedoch, dass Baumann [75] keine Daten 
hinsichtlich der Amortisierung der benötigen Geräte nennt, zusätzlich berechnet er die 
Personalkosten mit nur 40 €/h. Unter der Voraussetzung, dass in Baumanns Fall die gleichen 
Kosten bezüglich der Geräteamortisierung anfallen und eine Anpassung der Personalkosten 
erfolgte, würde sich der Preis von 320 € auf 487 € verteuern - der in dieser Arbeit vorgestellt 
Prozess wäre demnach um 33 % günstiger.  
Insgesamt konnten überzeugende und konkurrenzfähige Strategien zur Bereitstellung des 
mAk54 geliefert werden, die Kosten für 1 g gereinigten mAk54 (90 % Reinheit) betragen 
dabei 1710 € bei 45 Tagen Produktionszeit. Nach Auswertung der untersuchten Parameter 
konnte festgestellt werden, dass die Effizienz des gesamten Prozesses maßgeblich von der 
Produktivität der Hybridomazellline beeinflusst wird, die mit durchschnittlich 41 mg mAk54 
pro Ernte im oberen Mittelfeld für die Produktion monokolaler Ig in Cellinereaktoren 
anzusiedeln ist [75-77]. Eine Verbesserung der Produktivität durch Identifizierung 
hochproduzierender Zellen innerhalb der monoklonaler - aber hinsichtlich der spezifischen 
Produktivität heterogenen - 54k(5) Zelllinie würde die Effektivität des Gesamtprozesses 
weiter verbessern [91]. 
4.2 Charakterisierung der Tag54/mAk54 Interaktion 
Eines der Ziele dieser Arbeit war die Entwicklung einer Tag54 Variante, die unter 
Bedingungen vom mAk54-Immunosorbens abgelöst werden kann, die nicht zur 
Denaturierung des zu reinigenden Proteins wie auch des Immunosorbens führt. Es wurde die 
Arbeitshypothese aufgestellt, dass die zur Elution notwendigen Bedingungen primär durch die 
Stärke der Antikörper/Antigen Wechselwirkungen bestimmt werden, und dass eine gezielte 
Schwächung dieser Wechselwirkungen auch Elutionsbedingungen ermöglicht, die nicht zu 
einer überwiegenden Denaturierung des Zielproteins führen.  
Diskussion 
 
- 92 - 
Dazu wurde zunächst die von Holzem [38] bestimmte zwölf Aminosäuren lange Tag54-
Sequenz mittels Alaninscan [92] untersucht, um die für die Interaktion zwischen mAk54 und 
Tag54 essentiellen Aminosäuren zu bestimmen (3.2.1.1). Nachfolgend wurden basierend auf 
diesen Daten weitere rationell designte Tag54 Varianten hergestellt, die strukturell ähnliche 
wie auch gegensätzliche Aminosäuren an den essentiellen Positionen enthalten (3.2.1.2). Alle 
Peptidvarianten wurden sowohl mittels ELISA als auch SPR analysiert.  
4.2.1 Alaninscan und Peptidscan  
Die Analyse der zwölf Alaninscanvarianten ergab, dass die drei Aminosäuren Lysin, 
Asparaginsäure und Tryptophan in den Positionen vier, fünf und sechs, essentiell für die 
Bindung des mAk54 an den Tag54 sind (3.2.1.1). Die Betrachtung des mAk54/Tag54 
Bindeverhaltens im ELISA ergab, dass ein Austausch in einer dieser Positionen zu einem 
vollständigen Verlust der Funktionalität im Vergleich zur unmodifizierten Tag54 Variante P1 
führte. Ein Austausch in den Positionen sieben und acht führte zu Funktionalitätseinbußen 
von 50 %, alle anderen Austausche resultierten nur in geringfügigen Veränderungen der 
Funktionalität. Ein Vergleich der physikalischen Eigenschaften der Aminosäuren der Tag54-
Alaninscanvarianten in Relation zu der Veränderung der Funktionalität ließ jedoch keinen 
Trend erkennen, warum die Substitution einer Aminosäure mit einem Alanin eine 
Auswirkung auf die Funktionalität hat. Möglicherweise spielen strukturelle Unterschiede eine 
Rolle, die in einer Veränderung der Tertiärstruktur resultieren und somit die Interaktion 
zwischen Tag54 und mAk54 beeinflussen. 
Oh et al. [93] beschreiben ähnliche Effekte bei der Optimierung ihres aus dem Hepatitis B 
Virus abgeleiteten Epitoptags S1. Die Durchführung eines Alaninscan (AS 37 - 45) der 56 
aminosäurenumfassenden S1 Vorläufersequenz (preS1) ergab, dass eine Substitution in 
zentralen Bereichen zu einem vollständigen Verlust der Bindung an den korrespondierenden 
Antikörper KR127 führte (P41, D42, W43), während Substitutionen in den flankierenden 
Regionen sowohl zu Verbesserungen als auch Verschlechterungen der Nachweisbarkeit wie 
auch der Affinität (Kd) geführt haben. Die beste Affinität wurde mit der S38A Mutante erzielt 
(18,8 nM). Das daraufhin aus der modifizierten preS1 Sequenz abgeleitete neun Aminosäuren 
umfassende S1 Epitop (NANNPDWDF) weist eine ähnliche Affinität auf (20 nM). Im 
Vergleich dazu wurden deutlich bessere Affinitäten für die unmodifizierte P1 Variante des 
Tag54 gemessen (5,2 nM). 
Neben den Alaninscanpeptiden wurden auch verkürzte Varianten der Tag54-Sequenz 
analysiert, wobei die Abfolge KDWEHL die kleinste noch nachweisbare Variante war und 
daher als Kernepitopsequenz bezeichnet wird. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden 
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weitere Tag54 Varianten untersucht, bei denen Austausche innerhalb der Positionen 4-6 mit 
strukturell ähnlichen wie auch gegensätzlichen Aminosäuren durchgeführt worden sind: K4R, 
K4E, K4H, D5E, D5N, W6F und W6Y. Darüber hinaus wurde eine Variante untersucht, bei 
der zwei Alaninsubstitutionen vorgenommen wurden (P46 - H2A, E7A) sowie eine Variante, 
die ein Trimer der Kernepitopsequenz KDWEHL darstellt (P16), unter der Annahme, dass 
eine Multimerisierung des Epitops zu einer Verbesserung der Interaktion zwischen Tag und 
Antikörper führt. Die Trimerisierung des acht Aminosäuren umfassenden FLAG Epitopes 
[17] führte zu einer Verbesserung der Sensitivität im Westernblot um den Faktor 10 [94, 95], 
Daten bezüglich der Veränderung der kinetischen Parameter sind allerdings für das FLAG 
Trimer nicht vorhanden. 
Die Untersuchung der Tag54-Varianten ergab, dass die Modifikationen innerhalb der 
Kernepitopsequenz weder zu einer Verbesserung der Funktionalität, noch zu der gewünschten 
Veränderung der kinetischen Parameter - gute Assoziation und moderate Dissoziation - 
führte. Insgesamt konnten zwei vielversprechende Peptide (P16 (KDWEHL)3 und P46 
KAIKDWAHLEEF) identifiziert werden, die ähnliche Affinitäten, jedoch deutlich höhere 
Dissoziationskostanten im Vergleich zum unmodifizierten Tag54 aufweisen. 
4.2.2 Hochdurchsatzpufferscreening 
Die Bindungsaffinität eines Antikörper/Antigen-Komplexes (Ak/Ag-Komplex) ist abhängig 
von der freien Gibbs Energie der Bindung sowie von der Umgebungstemperatur [96]. Die 
freie Gibbs Energie spiegelt verschiedene Kombinationen von Entropie- und 
Entalpieänderungen wieder, die von den nicht kovalenten Wechselwirkungen der Bindung 
abhängig sind und durch die Umgebungsfaktoren pH-Wert, Ionenstärke und Temperatur 
beeinflusst werden [97, 98]. Ak/Ag-Komplexe unterliegen den thermodynamischen 
Grundprinzipien: Eine Erhöhung der Temperatur bewirkt sowohl den Anstieg der 
Assoziations- wie auch der Dissoziationskonstante, wobei das Verhältnis zwischen den beiden 
Konstanten bei jedem Ak/Ag-Komplex unterschiedlich ist [96]. Generell ist bei Ak/Ag-
Komplexen, die sich durch eine 1:1 Langmuir Assoziation beschreiben lassen, die 
Dissoziationskonstante deutlich temperaturempfindlicher als die Assoziationskonstante [99].  
Um den Einfluss der Umgebungsfaktoren pH-Wert, Ionenstärke und Temperatur auf die 
Wechselwirkung zwischen mAk54 und ausgewählten Peptidvarianten zu untersuchen, wurden 
Hochdurchsatzpufferscreening Experimente auf einem BiaCore T100 System durchgeführt. 
Dazu wurde der mAk54 an die auf einem SA-Chip immobilisierten Peptidvarianten gebunden 
und verschiedenen Elutionspuffern ausgesetzt. In mehreren Messzyklen wurde die Wirkung 
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jedes einzelnen Puffers hinsichtlich der Schwächung der mAk54/Tag54 Wechselwirkungen 
untersucht und die Ergebnisse als Elutionseffizienz zusammengefasst.  
 
Bedingt durch die Stärke der Antikörper/Antigen Wechselwirkung ist es bei der 
Immunoaffinitätschromatographie nicht unüblich harsche Elutionsbedingungen, wie etwa 
extreme pH-Werte (pH 2,5 oder pH 10), denaturierende Agenzien (8 M Harnstoff oder 6 M 
Guanidinhydrochlorid) oder chaotrope Salze (z.B. Kaliumthiocyanat), anzuwenden [11, 27, 
97, 100]. Der Einfluss der jeweiligen Parameter auf die Elutionseffizienz hängt dabei von den 
jeweiligen Antikörper/Antigen-Komplexen ab. 
Unabhängig von der Sequenz der Tag54-Varianten hatte die Absenkung des pH-Wertes den 
größten Einfluss auf die Elutionseffizienz, bei pH 2,5 wurden nahezu 100 % für alle 
Varianten erreicht, wohingegen bei pH 4,0 im Durchschnitt nur 20 % erreicht wurden 
(3.2.2.1.). Die Zugabe von 0,5 M oder 1 M NaCl in den Elutionspuffer konnte die 
Elutionseffizienz positiv beeinflussen, bereits bei pH 3,0 wurden 100 % Elutionseffizienz 
erreicht, bei pH 4,0 konnte eine Steigerung auf durchschnittlich 30 % beobachtet werden. 
NaCl liegt in wässrigen Lösungen hydratisiert vor, die Na+ Ionen wirken dabei schwach 
cosmotrop, die Cl- Ionen hingen schwach chaotrop auf die Struktur des Wassers [101], 
wodurch die Tertiärstruktur des mAk54 und der Tag54-Varianten nur geringfügig beeinflusst 
werden.  
Dennoch ist der Einfluss des NaCl auf die Elutionseffizienz besonderes gut bei den Varianten 
P3 und P16 zu beobachten. Das Peptid P3 entspricht der sechs Aminosäuren langen 
Kernepitopsequenz des Tag54 und somit der kürzesten noch nachweisbaren Variante. Mit 
einer Größe von nur sechs Aminosäuren ist eine effiziente Anbindung an die 
Antigenbindestelle des mAk54 offensichtlich nicht mehr gewährleistet. Dies erklärt auch 
zugleich die schwachen kinetischen Parameter sowie die Tatsache, dass für die P3 Variante, 
bedingt durch die hohe Dissoziationsrate, niemals eine Elutionseffizienz von 100 % erreicht 
wurde, da schon zu Beginn des Experimentes ein Teil der mAk54 Menge von dem 
immobilisierten Peptid abdiffundiert ist. Dagegen entspricht die P16 Variante einem Trimer 
des P3 Peptides, die Länge des Tags ist offenbar ausreichend lang, um eine effiziente Bindung 
an den mAk54 zu ermöglichen. Zudem erlaubt die Trimerisierung des Epitops, dass der 
mAk54 mit beiden Antigenbindestellen an das P16 Peptid binden kann. Die Unterschiede zum 
unmodifizierten Tag54 (P1) sind dadurch zu begründen, dass die das Kernepitop 
flankierenden Aminosäuren ebenfalls mit dem Paratop interagieren und somit für eine 
stärkere Anbindung an den mAk54 verantwortlich sind.  
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Einfluss weiterer Salze auf die Elutionseffizienz 
untersucht (3.2.2.1), wobei Natriumbromid bei allen Peptidvarianten den größten Effekt hatte.  
Mit steigender NaBr Konzentration wurde auch der Einfluss auf die Elutionseffizienz größer, 
allerdings ist nach wie vor der pH-Wert hauptausschlaggebend für die Schwächung der 
Tag54/mAk54 Interaktion, so dass auch mit 1 - 2  M NaBr bei pH 4,5 nur eine 
durchschnittliche Elutionseffizienz von 40 % erreicht werden konnte. Bei pH 4,0 und 1 - 2 M 
NaBr wird hingegen durchschnittlich 80 %, für die P16 Variante sogar 95 % Elutionseffizienz 
erreicht. Dies stellt eine deutliche Verbesserung verglichen mit den Ausgangsbedingungen 
dar, bei denen der mAk54 mit ähnlicher Effizienz nur bei pH 2,5 von der ursprünglichen 
Tag54-Variante abgelöst werden konnte. Bromid-Ionen haben einen leicht chaotropen 
Charakter, wodurch die hydrophoben Effekte in stärkerem Maße gestört werden als bei 
Verwendung von NaCl [102]. Mit zunehmend chaotopen Charakter der Salze steigt jedoch 
auch die Gefahr, dass es zu irreversiblen Denaturierung der Peptide bzw. der in späteren 
Anwendungen zu reinigenden Fusionsproteine oder des mAk54 kommt [102, 103]. Daher 
wurden stark chaotrope Salze wie Natriumthiocyanat nicht in die weiteren Betrachtungen 
aufgenommen.  
Als dritter Faktor neben pH-Wert und Ionenstärke wurde der Einfluss der Temperatur auf das 
Binde- wie auch Ablöseverhalten des mAk54 untersucht (3.2.2.2), wobei festgestellt wurde, 
dass erwartungsgemäß mit steigender Temperatur die Assoziation- wie auch Dissoziationsrate 
zunimmt, es jedoch deutliche Unterschiede bei den untersuchten Peptiden in Bezug auf das 
Verhältnis zwischen dem Zuwachs der Assoziations- und Dissoziationsrate gibt [96, 99, 104-
106] (Abbildung 22.). Generell bietet die Durchführung der IAC bei 25°C im Fall des 
mAb54-Immunosorbens das beste Verhältnis zwischen temperaturabhängiger Assoziation und 
Dissoziation. 
Mit der Peptidvariante P16 konnten in allen Experimenten die besten Ergebnisse hinsichtlich 
der Elutionseffizienz erzielt werden, daher wurde diese Variante des Tag54 auch für die 
Reinigung der Modellproteine via IAC verwendet (3.4). 
4.3 Immobilisierung des mAk54 
Zur Immobilisierung von Proteinen existieren vielfältige Möglichkeiten, die sich in zwei 
Hauptgruppen unterteilen lassen: gerichtete und ungerichtete Immobilisierungsmethoden. In 
beiden Gruppen steht dabei der durch die Immobilisierung verursachte Verlust der 
biologischen Aktivität des Liganden im Vordergrund, der je nach Protein und 
Immobilisierungsmethode stark variieren kann [107].  
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Einige der gebräuchlichsten Methoden zur ungerichteten Immobilisierung von Antikörpern 
sind die Kopplung mittels Bromcyan, N-Hydroxysuccinimid Esterifizierung (NHS) oder 
Immobilisierung über Lysinreste [107-110]. Da diese Kopplungen ungerichtet verlaufen, wird 
der Antikörper in multiplen Orientierungen an die Oberfläche des jeweiligen Sorbens 
gekoppelt, was eine Reduzierung der Antigenbindekapazität bewirkt [111], darüber hinaus 
können durch die Oberflächendichte der immobilisierten Antikörpermoleküle sterische 
Probleme bei der Bindung an das Antigen entstehen [111]. 
Durch die gerichtete Kopplung des Antikörpers oder Antikörperfragmentes an eine 
Oberfläche, können die zuvor genannten Probleme weitestgehend umgangen werden. 
Möglichkeiten der gerichteten Immobilisierung bieten die Thiol-Kopplung von Fab’- oder 
F(ab’)2-Fragmenten [112, 113], die Kopplung über den Kohlenhydratrest am Fc Teil [114-
116] oder die kovalente Quervernetzung von Antikörpern an immobilisiertem Protein A oder 
Protein G [117-119]. Generell werden mit gerichteten Kopplungsmethoden höhere spezifische 
Aktivitäten des Immunosorbens erzielt [107]. Lu et al. [120] konnten beispielsweise bei der 
gerichteten Immobilisierung von Fab’-Fragmenten 2,7x höhere spezifische Aktivitäten 
nachweisen als bei ungerichteter Kopplung. Yarmush et al. [121] sprechen von allgemein 2-
8x höheren Aktivitäten bei gerichteten im Vergleich zu ungerichteten Kopplungsmethoden 
[121].  
Bei der Herstellung eines Immunosorbens spielen neben der spezifischen Aktivität auch die 
Stabilität der Bindung sowie der generelle, für die Generierung der Matrix notwendige, 
Arbeits- und Kostenaufwand eine Rolle. Daher werden, trotz der höheren spezifischen 
Aktivität und der damit verbundenen höheren Kapazität, ungerichtete Kopplungsmethoden 
bevorzugt vor gerichteten Kopplungsmethoden verwendet [121]. Bei der Herstellung des 
mAk54 Immunosorbens wurden in initialen Vorversuchen die gerichtete Kopplung über den 
Kohlenhydratrest am Fc Teil mittels Perjodatkopplung untersucht (Daten nicht gezeigt). Das 
Sorbens hat sich jedoch als „undicht“ herausgestellt, d.h. der immobilisierte Antikörper wurde 
während der Reinigung ausgewaschen. Zudem waren der Kosten- und Zeitaufwand für die 
Herstellung relativ hoch26. Ebenfalls aus Kostengründen wurde auf die Bindung und 
anschließende Quervernetzung des mAk54 an Protein G27 verzichtet, da der zu erwartende 
maximale Kapazitätsgewinn nicht in Relation zum finanziellen Aufwand steht. 
Daher wurde für die ungerichtete Kopplung des mAk54 als sehr effiziente wie auch 
kostengünstige Alternative NHS aktivierte Sepharose verwendet28. Bei dieser Methode 
                                                 
26 CarboLink Immobilization Kit, Thermo Scientific. Preis: 437€/10 ml Sorbens incl. Chemikalien, ohne 
   Antikörper 
27 Protein G Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare. Preis: 522 €/5 ml Sorbens ohne Chemikalien und Antikörper 
28 NHS aktivierte Sepharose, GE Healthcare. Preis 7 €/ml Sorbens ohne Chemikalien und Antikörper 
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wurden Kopplungseffizienzen von über 99 % erzielt (3.3), die optimale Ligandendichte lag 
bei 4 mg mAk54 pro ml Sorbens. Die Verdopplung der Ligandendichte brachte dabei nur 
einen unwesentlichen Zuwachs der Bindekapazität (3.3), die nachfolgend auf 6 nmol/ml 
bestimmt wurde, was etwa 12 % der theoretischen, maximalen Kapazität entspricht. Bei der 
Reinigung eines 50 kDa Proteins bedeutet dies eine Kapazität von 0,3 mg/ml - das Anti-
FLAG M2 Sorbens besäße in diesem Beispiel eine Kapazität von 0,6 mg/ml [122]. Kang et al. 
[123] haben die spezifischen Bindekapazitäten verschiedener Kopplungsmethoden zur 
Immobilisierung von Antikörpern verglichen und mit der ungerichteten NHS-Kopplung eine 
Kapazität von 29 % erzielt, wohingegen mit gerichteten Methoden 60 % der theoretischen 
Kapazität erreicht wurden. Weitere Quellen sprechen von spezifischen Kapazitäten im 
Bereich von 1 - 30 % der theoretischen Kapazität bei ungerichteten Kopplungsmethoden [124, 
125]. Die Gründe für diese Unterschiede können in der Kopplungsdauer [124] wie auch der 
Zusammensetzung der jeweiligen Liganden liegen. Die Untersuchung des Zusammenhangs 
zwischen spezifischer Kapazität und Kopplungsdauer könnte daher im Fall des mAk54-
Immunosorbens zu einer Verbesserung der spezifischen Kapazität führen. Aus zeitlichen 
Gründen wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt, es ist jedoch angedacht diesen Punkt 
zeitnah im Rahmen einer Bachelorarbeit zu untersuchen. 
Obwohl mit der ungerichteten NHS-Kopplung geringere Kapazitäten als mit gerichteten 
Kopplungsmethoden erzielt werden, ist diese Methode bedingt durch den geringen Preis der 
Matrix wie auch durch die einfache Handhabung den anderen, in den vorherigen Abschnitten 
aufgeführten Immobilisierungsmethoden, vorzuziehen.  
4.4 Stabilität des mAk54 
Da bei der IAC zum Teil Puffer mit niedrigen pH-Werten oder hohen Salzkonzentrationen 
eingesetzt werden, wurde die Stabilität des mAk54 in Bezug auf verschiedene Elutionspuffer 
untersucht. Des Weiteren wurde der Verlust der Bindekapazität bei wiederholter Beladung 
und Elution des mAk54 Immonosorbens bestimmt.  
In Anlehnung an Jiskoot et al. [126] wurde der kurzfristige Einfluss des pH-Wertes wie auch 
unterschiedlicher Salze auf die Aktivität des mAk54 untersucht (3.2.3). Die einstündige 
Exposition bei pH 2,0 führte, ebenso wie der Einsatz verschiedener Salze, zu einer 
Reduzierung der Funktionalität um bis zu 30 %. pH-Werte oberhalb von pH 2,5 beeinflussen 
die Aktivität hingegen nur wenig oder gar nicht (3.3.2). Bei der Überprüfung der 
Langzeitstabilität bei der Lagerung des gereinigten mAk54 mittels analytischer Gelfiltration 
konnten über einen Zeitraum von 22 Monaten bei einer Lagerung bei +4°C keine 
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Degradationen festgestellt werden. Langzeitstudien hinsichtlich der Stabilität und 
Funktionalität muriner, monoklonaler Antikörper zeigen, dass niedrige Temperaturen (4°C) 
und pH-Werte im physiologischen Bereich (pH 5,5-6,5) zu weniger Aktivitätsverlusten bzw. 
einer geringeren Anzahl Präzipitaten führen als die Lagerung bei hohen Temperaturen (37°C) 
oder extremen pH-Werten (pH 3,0; pH 10) [126]. Daten aus der Literatur bezüglich der 
kurzfristigen Exposition extremer pH-Werte oder verschiedener Salze sind nicht verfügbar. 
Der Vergleich mit den von Jiskoot et al. [126] erhobenen Daten bezüglich der Stabilität der 
beiden monoklonalen Antikörper MN12 und WT31 zeigen, dass der mAk54 als äußerst stabil 
einzustufen ist. 
Die Stabilität des mAk54-Immunosorbens hinsichtlich der Nutzungsdauer wurde durch 
wiederholtes Beladen und Eluieren mit dem fluoreszierenden Protein tdTomato-Tag54 
bestimmt. Über zwölf Lade- und Elutionszyklen konnte ein Verlust der Kapazität von 18 % 
bei der Verwendung von 0,5 M NaCl als Zusatz im Elutionspuffer nachgewiesen werden, 
ohne NaCl wurde hingegen kein Kapazitätsverlust festgestellt. Vergleiche mit 
Literaturquellen zeigen, dass einige Immunosorbenzien 50 - 60x ohne Verlust der Kapazität 
verwendet werden konnten [127, 128], in einem anderen Fall ist die Kapazität nach 30 
Nutzungszyklen auf 80% der Ausgangskapazität reduziert worden [129]. Zu beachten ist 
allerdings, dass für alle Sorbenzien spezifische Elutions- und Regenerationsbedingungen 
eingesetzt werden und eine Vergleichbarkeit somit nur eingeschränkt möglich ist.  
4.5 Reinigung verschiedener Modellproteine  
Die Integrität und Funktionalität von Proteinen wird hauptsächlich durch die Faktoren pH-
Wert, Salzkonzentration und Temperatur beeinflusst, wobei Extrema in den jeweiligen 
Parameter in den meisten Fällen zu einer irreversiblen Denaturierung des Proteins führen 
[130-132]. Dadurch wird die Reinigung rekombinanter Proteine mittels IAC erschwert, da für 
die Lösung des Antikörper/Antigen-Komplexes zumeist sehr hohe (pH > 10) bzw. niedrige 
pH-Werte (pH < 3) notwendig sind [97].  
Um die optimierte Tag54-Variante (P16) in Kombination mit den im Elutionspufferscreening 
erhobenen Daten experimentell zu überprüfen, wurden drei Modellproteine mit der P16-
Tag54 Variante rekombinant exprimiert und mittels IAC gereinigt. Die Wahl der Proteine fiel 
auf das fluoreszierende tdTomato [64, 65], Protein L [69, 70] sowie den Virus spezifischen 
scFv-Antikörper scFvLR3cp-1 [54], da für alle Proteine hinreichend genaue Methoden zur 
Bestimmung der Aktivität vor und nach der Reinigung zur Verfügung standen. Im Fall des 
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scFv-Antikörpers konnte zudem der Einfluss des Tag54 bei der Verwendung als 
Linkersequenz auf die Funktionalität der scFv untersucht werden. 
4.5.1 tdTomato-Tag54  
Die Umsetzung der Pufferscreening Resultate wurde aufgrund des einfachen 
Aktivitätsnachweises in erster Linie am Beispiel der Reinigung des tdTomato-Tag54 
durchgeführt. Nach Bestimmung der optimalen Expressionsbedingungen wurden zunächst die 
Stabilitätsparameter für tdTomato-Tag54 hinsichtlich Salztoleranz und pH-Wert bestimmt 
(3.4.1.1). Zwischen pH 5,5 und 3,5 kommt es zu einem teilweisen bis vollständigen Verlust 
der Fluoreszenz, der jedoch nach Herstellung neutraler Bedingungen wieder gänzlich 
hergestellt werden konnte. Unterhalb von pH 3,5 ist dieser Verlust hingen nur teilweise 
reversibel. Ein Einfluss von 0,5 M NaCl auf die Fluoreszenz konnte nicht festgestellt werden.  
Bei den initialen IAC Reinigungsexperimenten erfolgte die Elution des gebundenen 
tdTomato-Tag54 in einem absteigenden pH-Gradienten von pH 7,0 bis pH 2,5, wobei 
Elutionspuffer mit und ohne Zusatz von NaCl verwendet wurden. Überraschenderweise hatte 
NaCl entgegen der Ergebnisse des Pufferscreenings einen deutlich negativen Einfluss auf die 
Reinigungseffizienz. Zudem wurde das gebundene tdTomato-Tag54 nicht wie erwartet in 
einem einzelnen Peak bei einem bestimmten pH-Wert eluiert, sondern in mehreren Peaks, die 
über einen pH-Wertbereich von 4,0 bis 2,5 verteilt waren. Gründe für dieses Elutionsverhalten 
liegen möglicherweise in der Mikroheterogenität des immobilisierten mAk54, wodurch einige 
mAk54 Moleküle eine stärke Bindung zum Tag54 aufweisen als Andere und somit andere 
Bedingungen für die Elution notwendig sind. Des Weiteren ist beschrieben, dass die 
ursprüngliche Version des tdTomato - dTomato - zu Aggregationen neigte [65], daher sind 
auch Interaktionen zwischen einzelnen tdTomato Molekülen denkbar, wodurch das 
Elutionsverhalten erklärt werden kann. Dennoch konnten bei pH 3,5 ohne Zusatz von NaCl 
über 80 % der funktionalen Ausgangsmenge an tdTomato-Tag54 in hoher Reinheit in den 
Elutionsfraktionen nachgewiesen werden (Abbildung 29). 
Neben der tdTomato-Tag54 Bande wurde noch eine Vielzahl weiterer Banden im Comassie-
gefärbten SDS-PAA Gel nachgewiesen. Da dieses Bandenmuster jedoch ebenfalls im 
Immunoblot wie auch nach Messung der Fluoreszenz vor der Coomassiefärbung 
nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, dass es sich um spezifische 
Degradations- bzw. Aggregationsprodukte des tdTomato-Tag54 handelt. Eine 
Kreuzreaktivität des mAk54 mit E. coli Wirtszellproteinen ist ausgeschlossen, da dieses 
Bandenmuster nicht bei der Analyse der ebenfalls in E. coli exprimierten scFvLR3cp-1 
Linkervarianten oder von Protein L-Tag54 aufgetreten sind.  
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4.5.2 Protein L-Tag54 
Im Gegensatz zu tdTomato-Tag54 sind bei Protein L-Tag54 keine Aktivitätsverluste durch 
niedrige pH-Werte zu erwarten, da Protein L äußerst pH-stabil ist. Daher erfolgte die Elution 
in allen Experimenten bei pH 2,5 (3.4.2). Nach der Reinigung wurden die aktiven 
Konzentrationen von Protein L in allen Fraktionen der Reinigung bestimmt. Bedingt durch die 
geringe Kapazität des mAk54-Immunosorbens konnte nur ein geringer Teil der vorhandenen 
Protein L-Tag54 Menge gebunden werden, durchschnittlich wurden 7 % der funktionalen 
Ausgangsmenge in den Elutionsfraktionen wiedergefunden, insgesamt konnten 
durchschnittlich 90 % der Ausgangsmenge im Durchfluss sowie der Waschfraktion 
wiedergefunden werden. Dies bedeutet, dass entweder 3 % der funktionalen Ausgangsmenge 
in nicht aktiver Form vom Immunosorbens eluiert worden sind oder dass die aufgetretene 
Diskrepanz auf die Abweichung der Pipette oder Handhabungsfehler bei der Durchführung 
des Quantifizierungs-ELISA zurückzuführen sind. Die Fraktionen nach der Elution wiesen 
deutlich mehr Kontaminationen auf als vergleichbare Reinigungen der scFvLR3cp-1 
Linkervarianten (siehe unten). Da diese, ebenso wie Protein L-Tag54, in E. coli BL21 
produziert worden sind, ist davon auszugehen, dass es sich bei den Kontaminationen nicht um 
Wirtszellproteine, sondern um Protein L-Tag54 Aggregate handelt.  
 
Verschiedene Literaturquellen nennen Ausbeuten an aktivem Protein nach der IAC zwischen 
33 - und 75 % der Ausgangsmenge [133-136], in einem anderen Beispiel - die IAC war hier 
nur der finale von insgesamt vier Reinigungsschritten - wurde die Ausbeute an aktivem 
Enzym durch die IAC von 16 % auf 0,5 % reduziert [137]. Gleichwohl wurden in allen Fällen 
hohe Reinheiten der jeweiligen Zielproteine erreicht. Ein Vergleich mit den hier gereinigten 
Modellproteinen tdTomato-Tag54 und Protein L-Tag54 zeigt das hohe Potential des 
mAb54/Tag54-Systems. Für beide Proteine, wie auch den im nachfolgenden Abschnitt 
behandelten scFvLR3cp-1 Linkervarianten, wurden hohe Reinheiten und Aktivitäten 
zwischen 70 - 126 % (scFvLR3cp-1 L1) nachgewiesen.  
Dennoch ist ein Vergleich des mAk54/Tag54-Systems mit publizierten System kritisch zu 
betrachten. Die Stabilität eines Proteins im Allgemeinen wird quantitativ als die Änderung der 
Standard Gibbs Energie der Denaturierung beschrieben (ΔGD) [138] und hängt von der 
Tertiärstruktur und der Zusammensetzung der Polypetidketten der Proteine ab. Da in allen 
Fällen unterschiedliche Immunosorbenzien zum Einsatz kamen und unterschiedliche 
Zielproteine gereinigt worden sind, sind Vergleiche zwischen dem mAk54/Tag54 System und 
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den zuvor genannten Beispielen im Grunde unzulässig, da davon auszugehen ist, dass weder 
die Immunosorbenzien noch die Zielproteine identische Werte für ΔGD aufweisen. 
4.5.3 scFvLR3cp-1 Linker Varianten 
Bei der Generierung von scFv-Antikörpern werden die variablen Domänen der schweren und 
leichten Kette eines Immunoglobulins über einen flexiblen Linker verbunden, der durch seine 
Länge und Zusammensetzung die Funktionalität des scFv-Antiköpers beeinflusst [139-142]. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte am Beispiel des GLRaV3-CP spezifischen scFvLR3cp-1 
untersucht werden, ob sich die Tag54 Sequenz als Linker für scFv-Antikörper eignet und auf 
welche Art die kinetischen Parameter und die Funktionalität des scFv durch den 
Linkeraustausch beeinflusst werden (3.4.3). Die Implementierung des Detektions- und 
Reinigungstags in die Linkersequenz eröffnet die Möglichkeit, beide Termini des scFv-
Antikörpers frei von zusätzlichen Aminosäuren zu halten, die einen potentiell negativen 
Einfluss auf die Funktionalität ausüben können, da sie sich in direkter Nähe zur 
Antigenbindestelle befinden.  
Zunächst wurden drei Varianten des Tag54 per SOE-PCR in den scFvLR3cp-1 eingebracht, 
und hinsichtlich der Bindung an das Antigen via ELISA über den internen Tag54 sowie über 
den C-terminalen c-myc tag überprüft (Abbildung 33). Die drei untersuchten Linkervarianten 
entsprechen in ihrer Sequenz den Tag54-Varianten P1 (L2), P3 (L3) und P16 (L1). Da die 
Länge des Linkeres jedoch einen Einfluss auf die Funktionalität des scFv-Antikörpers haben 
kann [139], wurden die Linker L2 und L3 durch die flankierenden Sequenzen des Whitlow 
218 Linkers [139], ergänzt, der auch im unmodifizierten scFvLR3cp-1 enthalten ist.  
Hinsichtlich der Bindung an das Antigen GLRaV3-CP konnten keine Unterschiede zwischen 
den drei Tag54 Linkervarianten und dem Whitlow 218 Linker ausgemacht werden. Im 
Vergleich zum c-myc Tag erfolgte der Nachweis über die Linker L1 und L2 ca. 2x sensitiver, 
über L3 jedoch 10-20x weniger sensitiv, daher wurde die L3 Variante in den nachfolgenden 
Versuchen nicht weiter betrachtet.  
Um die kinetischen Parameter der Interaktion zwischen den scFv-Linkervarianten und dem 
Antigen GLRaV3-CP vergleichen zu können, wurden diese in E. coli exprimiert und über 
IMAC oder IAC gereinigt (3.4.3.2). Neben den scFv-Antikörperbanden wurden bei der IAC 
Reinigung von scFvLR3cp-1-L1 und scFvLR3cp-1-L2 keine weiteren Banden nachgewiesen, 
die Elutionsfraktion des mittels IMAC gereinigten scFvLR3cp-1-L218 wies hingegen 
deutliche Kontaminationen mit Wirtszellproteinen auf. Nach der Reinigung wurden die 
aktiven Konzentrationen der jeweiligen scFv-Antikörper via ELISA bestimmt. Die 
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Wiederfindungsrate für  scFvLR3cp-1-L1 betrug dabei 126 %, für  scFvLR3cp-1-L2 100 % 
und für den via IMAC gereinigten scFvLR3cp-1-L218 nur 48 %.  
Ein Grund für die überhöhte Wiederfindungsrate bei der Reinigung von scFvLR3cp-1-L1 
könnte die spontane, möglicherweise durch die Absenkung des pH-Wertes induzierte, 
Umlagerung des scFv-Antikörper von einer inaktiven in eine aktive Konformation während 
der Elution sein. Der gegenteilige Fall trifft für die Reinigung des scFvLR3cp-1-L218 zu, wo 
über 50 % des vorhandenen aktiven scFv präzipitiert oder anderweitig inaktiviert worden 
sind.  
Um die Integrität der gereinigten scFv und die potentielle Formierung von Multimeren zu 
bestimmen, wurden die gereinigten scFv-Antikörper via analytischer Gelfiltration untersucht 
(Abbildung 35). Der scFvLR3cp-1-L218 zeigte einen zusätzlichen Peak bei ~70 kDa, was auf 
eine partielle Dimerisierung hindeutet, die scFvLR3cp-1-L1 und -L2 zeigten hingegen nur 
einen einzigen, symmetrischen Peak. Der Vergleich der Retentionsvolumina und die 
Berechnung des Molekulargewichtes anhand von Kalibrationsstandards ergab für die 
scFvLR3cp-1-L218 und -L2 nahezu identische Werte von 27 kDa bzw. 29 kDa, für den 
scFvLR3cp-1-L1 wurde jedoch ein Moleklargewicht von 23 kD errechnet. Da bei der 
Gelfiltration nicht direkt das Molekulargewicht, sondern der hydrodynamische Radius von 
Proteinen gemessen wird [143, 144], ist eine konformationelle Änderung des scFvLR3cp-1- 
L1 im Vergleich zu den beiden anderen Varianten zu erwarten, da sich die tatsächlichen, aus 
den DNA-Sequenzen der scFv berechneten Molekulargewichte, nur wenig von einander 
unterscheiden (3.4.3.2).  
Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der Interaktion der drei scFv-Antikörper mit dem 
Antigen GLRaV3-CP wurden vorab die aktiven wie auch die Gesamtkonzentrationen der 
scFv-Antikörper nach der Reinigung bestimmt (Tabelle 39). Dabei wurden deutliche 
Unterschiede im Verhältnis der aktiven zur Gesamtkonzentration der jeweiligen Präparationen 
festgestellt. Die Variante scFvLR3cp-1-L2 wies dabei nur einen 14 %igen Anteil an aktivem 
scFv-Antikörper auf, wohingegen der aktive Anteil in der scFvLR3cp-1-L2 Präparation bei 
35 %, der des scFvLR3cp-1-L218 bei 27 % lag. Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse 
wurde die aktive Konzentration als Grundlage für die Bestimmung der kinetischen Parameter 
verwendet, wobei nur marginale Unterschiede zwischen den drei scFv-Antikörpern 
nachgewiesen werden konnten. Demnach hat die Linkersequenz nur einen geringen Einfluss 
auf die kinetischen Eigenschaften der scFv-Antikörper, beeinflusst jedoch deutlich den Anteil 
des aktiven scFv-Antikörpers an der Gesamtkonzentration.  
Generell ist der Anteil des aktiven scFv im Vergleich zur Gesamtkonzentration sehr gering, 
im besten Fall (scFvLR3cp-1 L2) waren über 65 % der Gesamtpopulation inaktiv, was auf 
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mangelnde Faltung zurückzuführen sein könnte. Die Ausbildung von Disulfidbrücken 
zwischen den beiden Ketten kann für die Aktivität bestimmter scFv-Antikörper essentiell sein 
[145, 146], und erfolgt in E. coli ohne den Einsatz zusätzlicher Enzyme nur in der 
oxidierenden Umgebung des Periplasmas [147]. Sollte der Transport in dieses Kompartiment 
nicht vollständig erfolgen, könnte dies ein Grund für den generell geringen Anteil an aktivem 
scFv-Antikörper sein, da bei der Extraktion der scFv-Antikörper eine vollständige Lyse der 
Bakterien erfolgte. 
Dennoch konnte erfolgreich bewiesen werden, dass die Tag54 Sequenz als Linker in scFv-
Antikörpern nutzbar ist. Kuttner et al. [148] zeigten, dass die Affinität des gegen α-Hemolysin 
gerichteten scFv STL1 durch den Austausch eines Gly4SerLinkers mit dem von Kuttner et al. 
entwickelten p24 Epitoptag um Faktor zehn reduziert wird. Im Gegensatz dazu wird die 
Affinität des untersuchten scFv-Antikörpers durch den Einsatz des Tag54 als Linkersequenz 
nicht negativ beeinflusst. Des Weiteren kann sowohl der spezifische Nachweis wie auch die 
Reinigung der scFv-Antikörper über den internen Tag54 erfolgen.  
4.6 Einsatzmöglichkeiten des mAk54/Tag54 Systems 
Die Proteinreinigung via IAC bietet gegenüber anderen Affinitätschromatographien wie z.B. 
IMAC eindeutige Vor- und Nachteile. Die hohe Spezifität der IAC kann mit kaum einer 
anderen Methode erzielt werden, die generell harschen Elutionsbedingungen, hohen 
Anschaffungskosten sowie die geringe Kapazität des IAC Sorbens limitieren jedoch den 
Einsatz dieser Methode [11, 27].  
Die meisten dieser Nachteile konnten bei der Entwicklung des mAk54-Immunosorbens 
abgeschwächt oder umgangen werden. Durch die optimierten Herstellungs- und 
Reinigungsprotokolle ist es möglich, den mAk54 im Gramm-Maßstab in gereinigter Form für 
~ 1,70 €/mg bereitzustellen. Bei optimaler Ligandendichte in Kombination mit der 
Immobilisierung an NHS-aktivierte Sepharose kann das mAk54 Immunosorbens für ~ 
20 €/ml (inkl. Arbeitszeit) hergestellt werden und ist somit deutlich günstiger als 
vergleichbare kommerzielle Systeme wie z.B. die von Sigma-Aldrich vertrieben AntiFlag M1 
oder M2 Affinitätssorbenzien mit 100 - 400 €/ml [122]. Durch die Entwicklung einer 
optimierten Tag54 Variante und angepassten Elutionsbedingungen ist es möglich, gebundene 
Proteine quantitativ bei pH-Werten zwischen 3,5 und 4,0 zu eluieren. Im Vergleich zu dem 
üblicherweise benötigten pH-Wert von 2,5 [97, 121] kann somit ein breiteres Spektrum 
rekombinater Proteine funktional eluiert werden. Dennoch wird es einige Proteine geben, die 
auch unter diesen vergleichsweise milden Elutionsbedingungen ihre Aktivität einbüßen.  
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Die Proteinreinheit ist bei IAC Systemen im Vergleich zu andern Affinitätssystemen sehr 
hoch, die rekombinanten Zielproteine können oftmals, wie auch in dieser Arbeit gezeigt, in 
einem einzigen Schritt aus komplexen Gemischen mit Reinheiten >95 % isoliert werden [11, 
27]. Trotz dieser Vorteile wird die IAC nur in seltenen Fällen im Prozessmaßstab eingesetzt 
[149], da die Kapazitäten der Immunosorbenzien sowie die allgemeinen Kosten, verglichen 
mit alternativen Methoden, sehr hoch sind [150]. Die zuvor beschrieben Methode bietet 
jedoch eine hervorragende Alternative zur Reinigung kleinerer Proteinmengen im µg - mg 
Bereich, wie sie üblicherweise in der Analytik benötigt werden.  
Im Rahmen des aktuell am IME bearbeiteten Projektes „Safe and Efficient Production of 
Antimicrobial Peptides in Plants - SEPSAPE“ wird das Tag54-System für die Detektion und 
Reinigung von rekombinant in Tabak exprimierten Peptiden verwendet. Der Schwerpunkt des 
Projektes liegt in der Etablierung einer Expressionsplattform für antimikrobielle Peptide in 
Pflanzen, daher muss eine Vielzahl unterschiedlicher Peptide und Peptidfusionen gereinigt 
und analysiert werden. Für die schnelle Umsetzung der Proteinreinigung und die hohe, für die
nachfolgende Analytik notwendige Produktreinheit, ist das Tag54-System ein ideales 
Werkzeug und wird bereits erfolgreich für diese Zwecke eingesetzt.  
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5 Ausblick 
Das mAk54/Tag54 Immunoaffinitätssystem besitzt ein hohes Potential für eine kommerzielle 
Anwendung, das Einsatzspektrum ist jedoch aktuell auf Reinigung kleinerer oder 
hochpreisiger Proteinmengen beschränkt. Um dieses Anwendungsspektrum zu erweitern, ist 
insbesondere die Steigerung der spezifischen Kapazität des mAk54 Immunosorbens von 
Interesse, da die Kosten für den Einsatz des Sorbens proportional zu seiner Kapazität sind. 
Die Verwendung gerichteter Kopplungsmethoden zur Immobilisierung des mAk54 scheint 
wenig vielversprechend, da der zu erwartende zwei bis achtfache Kapazitätsgewinn nicht den 
Preis für die Generierung dieser Sorbenzien rechtfertigen würde. Sollte jedoch die variable 
Domäne der schweren oder leichten Antikörperkette alleine eine ausreichende Bindung zum 
Epitop aufweisen, wie bei Dansithong et al. beschrieben [151], könnte durch die drastische 
Verkürzung des Antikörperliganden die Kapazität des Sorbens signifikant erhöht werden. 
Durch die Verwendung einer einzelnen Bindedomäne ist ein Verlust der Bindungsaffinität zu 
erwarten, die zwar zu Ausbeuteverlusten führen, jedoch gleichzeitig auch eine effiziente 
Elution bei pH-Werten > 4 ermöglichen könnte. Eine Alternative zu diesem Ansatz bietet die 
Generierung einer rein synthetischen Matrix, die spezifisch gegen den Tag54 generiert wird. 
Eine synthetische Matrix wäre im Gegensatz zum mAk54-Immunosorbens weitestgehend 
resistent gegenüber chemischen, physikalischen und thermischen Einflüssen und dürfte 
ebenfalls über eine deutlich höhere Kapazität verfügen. Die Firma InstrAction [152] 
entwickelt kundenspezifische Matrices auf Polymerbasis, mit denen bestimmte Zielmoleküle 
spezifisch angereichert werden können. Entsprechende Anstrengungen, eine Tag54 
spezifische Matrix zu entwickeln, sind in Vorbereitung.  
Eine weitere Möglichkeit ist die Entwicklung eines kombinierten His/Tag54-Tags. Durch die 
Verschmelzung beider Affinitätstags stehen sowohl die Vorzüge der IAC zur schnellen und 
einfachen Reinigung geringer Proteinmengen mit hoher Reinheit für analytische Zwecke, wie 
auch die Möglichkeit das Zielprotein im größeren Maßstab kostengünstig aber wahrscheinlich 
mit geringerer Reinheit über IMAC zu reinigen, zur Verfügung. Dieser Ansatz wird bereits im 
Rahmen einer Bachelorarbeit untersucht. 
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6 Zusammenfassung 
Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Reinigungs- und Detektionssystems für 
rekombinante Proteine basierend auf der spezifischen Interaktion des zwölf Aminosäuren 
umfassenden Epitoptags 54 und des korrespondierenden monoklonalen Antikörpers 54. Das 
mAk54/Tag54 System sollte sich gegenüber bereits beschriebenen Systemen durch ein 
kostengünstiges und robustes Immunosorbens sowie durch die Möglichkeit, die zu 
reinigenden Proteine unter überwiegend nativen Bedingungen zu eluieren, abheben. Um 
dieses Ziel zu erreichen, wurden alle systemrelevanten Parameter analysiert, wobei die Kosten 
für die Bereitstellung des mAk54 sowie die Notwendigkeit niedrige pH-Werte zur Elution der 
gebundenen Proteine bei der IAC einzusetzen, als Hauptschwachpunkte ausgemacht wurden.  
Um die Bereitstellungskosten des mAk54 zu minimieren, wurde die Kultivierung der mAk54 
sezernierenden Zelllinie in zwei verschiedenen Einwegbioreaktorsystemen untersucht, wobei 
Produktakkumulation, Handhabbarkeit der Reaktoren sowie der generelle Kostenaufwand 
beider Systeme verglichen wurde. Unter optimalen Bedingungen konnte die Menge von 1 g 
mAk54 für ca. 1280 € innerhalb von 45 Tagen produziert werden. Für die nachfolgend 
notwendige Reinigung des mAk54 wurden die drei Sorbenzien Protein A, Protein G sowie 
MEP HyperCel verglichen. Die besten Resultate konnten mit dem MEP HyperCel Sorbens 
erzielt werden, wobei Ausbeuten von >95 % und Reinheiten von >90 % erreicht wurden. 
Unter Berücksichtigung der Kosten für die Antikörperreinigung betragen die 
Gesamtbereitstellungskosten für ein Gramm mAk54 ca. 1700 €.  
Um bei der Immunoaffinitätschromatographie (IAC) den Einsatz von Elutionspuffern zu 
ermöglichen, die nicht zu einer Denaturierung des Zielproteins wie auch des Immunosorbens 
führen, wurde die Affinität zwischen mAk54 und Tag54 durch gezielte Modifikationen der 
Tag54 Sequenz reduziert. Dazu wurden via Alaninscan die für die Bindung an den mAk54 
essentiellen Aminosäuren innerhalb der Tag54-Sequenz identifiziert (K4A, D5A, W6A) und 
in anschließenden Experimenten gegen strukturell ähnlich wie auch gegensätzliche 
Aminosäuren ausgetauscht. Insgesamt wurden zehn rationell designte Tag54 Varianten 
hergestellt und hinsichtlich der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen Tag54 und 
mAk54 untersucht. Mittels Oberflächenplasmonenresonanz-Spektroskopie wurde der Einfluss 
unterschiedlicher Puffer sowie Temperaturen auf die Elutionseffizienz ausgewählter Tag54 
Varianten untersucht. Dabei hat sich die Variante P16 - ein 18 Aminosäuren umfassendes 
Trimer der sechs Aminosäuren langen Kernepitopsequenz - als besonderes vielversprechend 
erwiesen. Bei pH 4,0 unter Zusatz von 0,5 M NaCl wurde eine Elutionseffizienz von 70 % 
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ermittelt, während die unmodifizierte Tag Variante unter diesen Bedingungen nur 30 % 
erzielte. Durch den Einsatz verschiedener Salze konnte die Elutionseffizienz für die P16 
Variante auf über 90 % gesteigert werden.  
Zur Herstellung des Immunosorbens wurde der mAk54 ungerichtet an NHS-aktivierte 
Sepharose gekoppelt, wobei eine Kopplungseffizienz von über 99 % innerhalb von 60 min 
erreicht wurde, die optimale Ligandendichte wurde auf 4 mg mAk54/ml bestimmt. Die 
spezifische Kapazität des Sorbens bei dieser Ligandendichte beträgt 6 nmol/ml. 
Zur Beschreibung und Charakterisierung des mAk54 Immunoaffinitätssystems wurden die 
zwei Modellproteine tdTomato und Protein L C-terminal mit der P16 Variante des Tag54 
fusioniert und rekombinant in E. coli exprimiert. Beide Proteine konnten mit hoher Reinheit 
und überwiegend nativ (>80 %) eluiert werden. Neben der Eignung als terminaler Fusionstag 
wurde zudem untersucht, ob sich die Tag54 Sequenz als Linker zwischen den variablen 
Domänen der leichten und schweren Kette von scFv-Antikörpern eignet. Als Modell wurde 
der gegen das „Grapevine leafroll-associated virus 3“ generierte scFvLR3cp-1 verwendet. 
Der bestehende Whitlow 218 Linker wurde durch drei unterschiedliche Varianten der Tag54 
Sequenz ersetzt, nach Expression in E. coli und Reinigung via IMAC und IAC wurden die 
scFv-Antikörper hinsichtlich Reinheit, der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen 
scFv und Antigen, sowie des Anteils an funktionalem scFv verglichen.  
Dabei wurde festgestellt, dass die Bindung des scFv an das Antigen GLRaV3-CP durch die 
Verwendung des Tag54 als Linker nicht beeinträchtigt wird, die Reinheit der via IAC 
gereinigten scFv war wie bei Protein L-Tag54 und tdTomato-Tag54 sehr hoch, während der 
mittels IMAC gereinigte scFv deutliche Kontaminationen mit Wirtszellproteinen aufwies. 
Aktivitätsverluste verursacht durch die  IAC konnten nicht beobachtet werden. 
Das Tag54/mAk54 System konnte somit erfolgreich optimiert und zur Detektion und 
Reinigung verschiedener Modellproteine eingesetzt werden. Die Reinigungseffizienz war in 
allen Fällen sehr hoch, die jeweiligen Zielproteine wurden ohne unspezifische Kontamination 
durch Wirtszellproteine eluiert, die Proteinintegrität und -Aktivität blieben zum größten Teil 
(> 80 %) erhalten. Das Ziel dieser Arbeit, die Entwicklung eines kostengünstigen und 
robusten Immunosorbens, das zu Reinigung von Proteinen unter überwiegend nativen 
Bedingungen eingesetzt werden kann, wurde somit erreicht.  
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7 Anhang  
7.1 Oligonukleotide 
Bezeichnung Beschreibung Sequenz (5’-3’) 
 
L 
 
Komplementär zum 5’ Ende der 
scFvLR3cp-1 Sequenz 
 
CCG GCC ATG GCC GAG GTG AAG 
GTT ATC GAG TCT GGA  
R3 Komplementär zum 3’ Ende der 
scFvLR3cp-1 Sequenz 
TCT AGA GTC GAC AGC CCG TTT 
CAG CTC CAG   
Tag54L1-r2 
 
Linker 1 SOE Primer, reverse AAA GAC TGG GAA CAC CTG AAA 
GAC TGG GAA CAC CTG AAA GAC 
TGG GAA CAC CTG GCG CCT GAC 
ATT GTG ATG  
Tag54L1-l 
 
Linker 1 SOE Primer, forward CAG GTG TTC CCA GTC TTT CAG 
GTG TTC CCA GTC TTT TGA GGA 
GAC GGT GAC CGT  
Tag54 L2-R2  
 
Linker 2 SOE Primer, reverse AAA GAC TGG GAA CAC CTG GAA 
GAA TTC ACT AAG GGC GCG CCT 
GAC ATT GTG ATG  
Tag54 L2-l2  
 
Linker 2 SOE Primer, forward CAG GTG TTC CCA GTC TTT GAT 
GTG TTT GGT GGA GCC TGA GGA 
GAC GGT GAC CGT 
Tag54L3-r 
  
Linker 3 SOE Primer, reverse  AAA GAC TGG GAA CAC CTG GAG 
GGA TCA ACT AAG GGC GCG CCT 
GAC ATT GTG ATG  
Tag54L3-l 
 
Linker 3 SOE Primer, forward CAG GTG TTC CCA GTC TTT GGA 
GCC TGA GGT GGA GCC TGA GGA 
GAC GGT GAC CGT 
scFvLR3cp-1 218R  
 
Linker 218 SOE Primer, reverse AAA CCT GGC TCA GGG GAG GGA 
TCA ACT AAG GGC GCG CCT GAC 
scFvLR3cp-1 218L  
 
Linker 218 SOE Primer, forward GAG GGG ACT CGG TCC AAA TGG 
CCT CGG ACT CCA CCT CGG ACT 
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7.2 Extrapolation der mAk54 Produktionskosten 
Tabelle 41: Extrapolation der mAk54 Produktionskosten bei Verwendung von vollsynthetischem Medium 
Dargestellt sind die anhand der in Kapitel 3.1 bestimmten Daten extrapolierten Werte bezüglich Betriebskosten 
mehrerer Cellinebioreaktoren sowie die zu erwartenden Produktionsmengen an mAk54. Die hier aufgeführten 
Daten beziehen sich auf die Verwendung von vollsynthetischem Medium im Nährstoffkompartiment der 
Cellinereaktoren. Die Ernte des Initialbatches erfolgte zehn Tage nach Inokulierung, die nachfolgenden Ernten 
jeweils nach sieben Tagen. 
 
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 1 100 Produkt [mg] 53 106 159 212 265 318 371 424
Medium/Einheit [l] 1 46 Kosten [€] 188 276 364 452 540 628 716 805
Personenstunden [h] 0,33 17 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 5 Preis/mg mAb54 [€] 3,55 2,61 2,29 2,13 2,04 1,98 1,93 1,90
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 2 200 Produkt [mg] 106 212 318 424 530 636 742 848
Medium/Einheit [l] 1 92 Kosten [€] 356 512 668 825 981 1137 1293 1449
Personenstunden [h] 0,66 34 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 10 Preis/mg mAb54 [€] 3,36 2,42 2,10 1,94 1,85 1,79 1,74 1,71
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 3 300 Produkt [mg] 159 318 477 636 795 954 1113 1272
Medium/Einheit [l] 1 138 Kosten [€] 524 748 973 1197 1421 1645 1869 2094
Personenstunden [h] 0,99 51 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 15 Preis/mg mAb54 [€] 3,30 2,35 2,04 1,88 1,79 1,72 1,68 1,65
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 4 400 Produkt [mg] 212 424 636 848 1060 1272 1484 1696
Medium/Einheit [l] 1 184 Kosten [€] 692 985 1277 1569 1861 2154 2446 2738
Personenstunden [h] 1,32 68 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 20 Preis/mg mAb54 [€] 3,27 2,32 2,01 1,85 1,76 1,69 1,65 1,61
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 5 500 Produkt [mg] 265 530 795 1060 1325 1590 1855 2120
Medium/Einheit [l] 1 230 Kosten [€] 860 1221 1581 1941 2302 2662 3022 3383
Personenstunden [h] 1,65 85 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 25 Preis/mg mAb54 [€] 3,25 2,30 1,99 1,83 1,74 1,67 1,63 1,60
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 6 600 Produkt [mg] 318 636 954 1272 1590 1908 2226 2544
Medium/Einheit [l] 1 276 Kosten [€] 1028 1457 1885 2314 2742 3171 3599 4027
Personenstunden [h] 1,98 102 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 30 Preis/mg mAb54 [€] 3,23 2,29 1,98 1,82 1,72 1,66 1,62 1,58
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 7 700 Produkt [mg] 371 742 1113 1484 1855 2226 2597 2968
Medium/Einheit [l] 1 322 Kosten [€] 1196 1693 2189 2686 3182 3679 4175 4672
Personenstunden [h] 2,31 119 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 35 Preis/mg mAb54 [€] 3,23 2,28 1,97 1,81 1,72 1,65 1,61 1,57
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 8 800 Produkt [mg] 424 848 1272 1696 2120 2544 2968 3392
Medium/Einheit [l] 1 368 Kosten [€] 1365 1929 2494 3058 3623 4187 4752 5317
Personenstunden [h] 2,64 137 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 40 Preis/mg mAb54 [€] 3,22 2,27 1,96 1,80 1,71 1,65 1,60 1,57
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
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Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 9 900 Produkt [mg] 477 954 1431 1908 2385 2862 3339 3816
Medium/Einheit [l] 1 414 Kosten [€] 1533 2165 2798 3431 4063 4696 5328 5961
Personenstunden [h] 2,97 154 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 45 Preis/mg mAb54 [€] 3,21 2,27 1,96 1,80 1,70 1,64 1,60 1,56
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 10 1000 Produkt [mg] 530 1060 1590 2120 2650 3180 3710 4240
Medium/Einheit [l] 1 460 Kosten [€] 1701 2401 3102 3803 4504 5204 5905 6606
Personenstunden [h] 3,3 171 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 50 Preis/mg mAb54 [€] 3,21 2,27 1,95 1,79 1,70 1,64 1,59 1,56
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 11 1100 Produkt [mg] 583 1166 1749 2332 2915 3498 4081 4664
Medium/Einheit [l] 1 506 Kosten [€] 1869 2638 3406 4175 4944 5713 6481 7250
Personenstunden [h] 3,63 188 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 55 Preis/mg mAb54 [€] 3,21 2,26 1,95 1,79 1,70 1,63 1,59 1,55
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 12 1200 Produkt [mg] 636 1272 1908 2544 3180 3816 4452 5088
Medium/Einheit [l] 1 552 Kosten [€] 2037 2874 3711 4547 5384 6221 7058 7895
Personenstunden [h] 3,96 205 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 60 Preis/mg mAb54 [€] 3,20 2,26 1,94 1,79 1,69 1,63 1,59 1,55
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
 
 
Tabelle 42: Extrapolation der mAk54 Produktionskosten bei Verwendung von Serum-supplementiertem   
       Medium 
Dargestellt sind die anhand der in Kapitel 3.1 bestimmten Daten extrapolierten Werte bezüglich Betriebskosten 
mehrerer Cellinebioreaktoren sowie die zu erwartenden Produktionsmengen an mAk54. Die hier aufgeführten 
Daten beziehen sich auf die Verwendung von Serum-supplementiertem Medium im Nährstoffkompartiment der 
Cellinereaktoren. Die Ernte des Initialbatches erfolgte zehn Tage nach Inokulierung, die nachfolgenden Ernten 
jeweils nach sieben Tagen. 
 
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 1 100 Produkt [mg] 43 86 129 172 215 258 301 344
Medium/Einheit [l] 1 3 Kosten [€] 145 190 235 280 325 370 415 461
Personenstunden [h] 0,33 17 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 5 Preis/mg mAb54 [€] 3,37 2,21 1,82 1,63 1,51 1,44 1,38 1,34
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 2 200 Produkt [mg] 86 172 258 344 430 516 602 688
Medium/Einheit [l] 1 6 Kosten [€] 270 340 410 481 551 621 691 761
Personenstunden [h] 0,66 34 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 10 Preis/mg mAb54 [€] 3,14 1,98 1,59 1,40 1,28 1,20 1,15 1,11
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 3 300 Produkt [mg] 129 258 387 516 645 774 903 1032
Medium/Einheit [l] 1 9 Kosten [€] 395 490 586 681 776 871 966 1062
Personenstunden [h] 0,99 51 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 15 Preis/mg mAb54 [€] 3,06 1,90 1,51 1,32 1,20 1,13 1,07 1,03
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 4 400 Produkt [mg] 172 344 516 688 860 1032 1204 1376
Medium/Einheit [l] 1 12 Kosten [€] 520 641 761 881 1001 1122 1242 1362
Personenstunden [h] 1,32 68 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 20 Preis/mg mAb54 [€] 3,02 1,86 1,47 1,28 1,16 1,09 1,03 0,99
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
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Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 5 500 Produkt [mg] 215 430 645 860 1075 1290 1505 1720
Medium/Einheit [l] 1 15 Kosten [€] 645 791 936 1081 1227 1372 1517 1663
Personenstunden [h] 1,65 85 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 25 Preis/mg mAb54 [€] 3,00 1,84 1,45 1,26 1,14 1,06 1,01 0,97
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 6 600 Produkt [mg] 258 516 774 1032 1290 1548 1806 2064
Medium/Einheit [l] 1 18 Kosten [€] 770 941 1111 1282 1452 1623 1793 1963
Personenstunden [h] 1,98 102 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 30 Preis/mg mAb54 [€] 2,99 1,82 1,44 1,24 1,13 1,05 0,99 0,95
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 7 700 Produkt [mg] 301 602 903 1204 1505 1806 2107 2408
Medium/Einheit [l] 1 21 Kosten [€] 895 1091 1286 1482 1677 1873 2068 2264
Personenstunden [h] 2,31 119 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 35 Preis/mg mAb54 [€] 2,98 1,81 1,42 1,23 1,11 1,04 0,98 0,94
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 8 800 Produkt [mg] 344 688 1032 1376 1720 2064 2408 2752
Medium/Einheit [l] 1 24 Kosten [€] 1021 1241 1462 1682 1903 2123 2344 2565
Personenstunden [h] 2,64 137 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 40 Preis/mg mAb54 [€] 2,97 1,80 1,42 1,22 1,11 1,03 0,97 0,93
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 9 900 Produkt [mg] 387 774 1161 1548 1935 2322 2709 3096
Medium/Einheit [l] 1 27 Kosten [€] 1146 1391 1637 1883 2128 2374 2619 2865
Personenstunden [h] 2,97 154 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 45 Preis/mg mAb54 [€] 2,96 1,80 1,41 1,22 1,10 1,02 0,97 0,93
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 10 1000 Produkt [mg] 430 860 1290 1720 2150 2580 3010 3440
Medium/Einheit [l] 1 30 Kosten [€] 1271 1541 1812 2083 2354 2624 2895 3166
Personenstunden [h] 3,3 171 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 50 Preis/mg mAb54 [€] 2,96 1,79 1,40 1,21 1,09 1,02 0,96 0,92
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 11 1100 Produkt [mg] 473 946 1419 1892 2365 2838 3311 3784
Medium/Einheit [l] 1 33 Kosten [€] 1396 1692 1987 2283 2579 2875 3170 3466
Personenstunden [h] 3,63 188 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 55 Preis/mg mAb54 [€] 2,95 1,79 1,40 1,21 1,09 1,01 0,96 0,92
Grundkosten Celline Einheit Kosten [€] Produktpreis Initialbatch
Gefäß [Stk.] 12 1200 Produkt [mg] 516 1032 1548 2064 2580 3096 3612 4128
Medium/Einheit [l] 1 36 Kosten [€] 1521 1842 2163 2483 2804 3125 3446 3767
Personenstunden [h] 3,96 205 Ernte 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkubatoreinheit [d] 2 20
Allg.Verbrauchsmittel 5 60 Preis/mg mAb54 [€] 2,95 1,78 1,40 1,20 1,09 1,01 0,95 0,91
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
Fedbatch
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7.3 Kinetische Parameter der Interaktion zwischen mAk54 und Tag54 
 Varianten 
Tabelle 43: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen mAk54 und den 
                    Tag54 Alaninscanvarianten P1-P15 
Dargestellt sind die kinetischen Parameter der Interaktion zwischen dem mAk54 und den verschiedenen 
Peptidvarianten P1-P15. Für die Messung wurden 950-1000 Ru mAk54 über einen auf einer CM5-Chip 
Oberfläche immobilisierten RAMFC Antikörper gefangen (2.4.5). Die Peptide wurden nachfolgend in 
Konzentrationen zwischen 1,25 - 800 nMol injiziert (30 µl/min, 180 sec. Assoziation, 240 sec. Dissoziation). 
Nach jeder Messung wurde der Chip mit 30 mM HCl regeneriert (2x 15 µl).  
ka: Assoziationskonstante, kd: Dissoziationskonstante, KD: Bindekonstante, Rmax: Maximales Bindesignal. Für 
die Berechnungen wurde ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt. n = zwei technische Replikate 
 
 
Peptid ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Rmax (Ru) 
P1 7,3E+05 3,8E-03 5,2E-09 18,9 
P2 1,5E+06 8,8E-03 6,0E-09 10,2 
P3 8,8E+04 3,1E-03 3,6E-08 8,4 
P4 5,0E+05 5,1E-03 1,0E-08 14,5 
P5 1,5E+06 7,0E-03 4,7E-09 16,7 
P6 8,2E+05 1,0E-02 1,3E-08 13,5 
P7 6,0E+03 1,3E-02 2,2E-06 3,3 
P8 1,0E+04 2,3E-03 2,3E-07 1,9 
P9 3,9E+05 1,9E-03 5,0E-09 0,3 
P10 3,9E+05 1,9E-03 5,0E-09 0,3 
P11 1,3E+05 3,7E-03 2,7E-08 7,5 
P12 8,8E+04 1,4E-03 1,5E-08 4,9 
P13 9,8E+05 3,7E-03 3,8E-09 15,9 
P14 1,0E+06 4,1E-03 4,0E-09 16,2 
P15 1,2E+06 6,8E-03 5,8E-09 13,5 
 
Tabelle 44: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Interaktion zwischen mAk54 und den 
                    Tag54 Peptidscanvarianten 
Dargestellt sind die kinetischen Parameter der Bindung zwischen dem mAk54 und verschiedenen Peptid-
varianten P16, P17 sowie P37-39, P41 und P46. Für die Messung wurden 950-1000 Ru mAk54 über einen auf 
einer CM5-Chip Oberfläche immobilisierten RAMFC Antikörper gefangen (2.4.5). Die Peptide wurden 
nachfolgend in Konzentrationen zwischen 1,25 - 800 nMol injiziert (30 µl/min, 180 sec. Assoziation, 240 sec. 
Dissoziation). Nach jeder Messung wurde der Chip mit 30 mM HCl regeneriert (2x 15 µl).  
ka: Assoziationskonstante, kd: Dissoziationskonstante, KD: Bindekonstante, Rmax: Maximales Bindesignal. Für 
die Berechnungen wurde ein 1:1 Bindemodell zugrunde gelegt. n = zwei technische Replikate 
 
 
Peptid ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Rmax (Ru) 
P16 1,38E+06 1,54E-03 1,12E-09 17,89 
P17 1,56E+05 4,84E-04 3,10E-09 8,00 
P37 1,30E+05 8,75E-03 6,71E-08 9,38 
P38 2,09E+04 3,15E-03 1,51E-07 0,56 
P39 2,21E+05 3,25E-02 1,47E-07 16,91 
P41 7,52E+04 4,51E-03 6,00E-08 6,05 
P46 1,50E+06 8,13E-03 5,43E-09 16,08 
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7.4 Bestimmung der Kinetischen Parameter der scFvLR3cp-1 
 Varianten  
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der Kinetiken der scFv-Antikörper 
Graphische Darstellung der Interaktion zwischen scFvLR3cp-1 L1, L2 bzw. L218 und dem Antigen GLRaV3-
CP in Abhängigkeit der Konzentration. Für die Messungen wurden die aktiven Konzentrationen des scFv-
Antikörpes zugrunde gelegt, die jeweiligen Konzentrationen [nM] sind als farbliche Abstufungen 
gekennzeichnet, die Ausgleichskurve (1:1 Bindeverhalten) ist als unterbrochene blaue Kurve dargestellt. 
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7.5 Vektorkarten 
pJET
3128 bp
eco47IR
bla (ApR)
rep (pMB1)
MCS
NcoI (535)
NotI (156)
EcoRI (179)
SalI (169)
XhoI (479)
XbaI (504)
BamHI (1024)
HindIII (751)
EagI (156)
PciI (877)
PciI (1249)
 
Abbildung 37: pJET Vektor 
rep (pMB1): Replikationsursprung; eco47IR: Letales Gen, welches die Selektion von positiven Klonen erlaubt; 
MCS: Multiple Klonierungsstelle; bla: β-Lactamase (Ampicillin-Resistenz in E. coli). 
pSYN-scFvLR3cp-1-Linker218
4029 bp
bla
pelb
scFvLR3cp-1-Linker218
placZcolE1 ori
M13 ori
BamHI (567)
EagI (1261)
EcoRI (1335)
HindIII (417)
NcoI (514)
NotI (1261)
PciI (58)
SalI (1254)
 
 
Abbildung 38: Schematische Abbildung des pSyn-Vektors mit scFvLR3cp-1-L218 Gen 
colE1 ori: Replikationsursprung; placZ: lacZ Promotor; pelB: Signalpeptid zur periplasmatischen Expression   
c-myc: c-myc-Tag zur Detektion des rekombinanten Proteins; His6: His6-Tag zur Detektion und Reinigung des 
rekombinanten Proteins; M13 ori: Replikationsursprung des Vektors in M13 Phagen; bla: β-Lactamase 
(Ampicillin-Resistenz in E. coli). Über die Restriktionsschnittstellen NcoI und NotI wurde das Gen für den 
scFvLR3cp-1-L218 gegen die nachfolgenden Varianten ausgetauscht: scFvLR3cp-1 L1; scFvLR3cp-1 L2; 
scFvLR3cp-1 L3 
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pSYN54e
3300 bp
pelb
Tag54
placZ
colE1 ori
M13 ori
bla
NcoI (514)
NotI (538)
EcoRI (606)
SalI (531)
 
Abbildung 39: pSyn54e 
colE1 ori: Replikationsursprung; placZ: lacZ Promotor; pelB: Signalpeptid zur periplasmatischen Expression; 
Tag54: P16 Variante des Tag54 zur Detektion und Reinigung des rekombinanten Proteins; M13 ori: 
Replikationsursprung des Vektors in M13 Phagen; bla: β-Lactamase (Ampicillin-Resistenz in E. coli). 
 
pET-22b(+)
5493 bp
bla (ampR)
His-Tag
pelB
T7 promoter
f1 origin
T7 terminator
laqI
Nco I (221)
Not I (167)
EcoRI (193)
SalI (180)
 
Abbildung 40: pET-22b(+) 
bla: β-Lactamase (Ampicillin-Resistenz in E. coli), f1 origin: Replikationsursprung, T7 Terminator: 
Terminatorsequenz, His6: His6-Tag zur Detektion und Reinigung des rekombinanten Proteins, pelB: 
Signalpeptid zur periplasmatischen Expression, T7 Promotor: Promotorsequenz, laqI: lac Repressor 
Über die Restriktionsschnittstellen NcoI und NotI wurden die Gene für: scFvLR3cp-1 L1; scFvLR3cp-1 L2; 
sowie scFvLR3cp-1 L218 eingefügt. 
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pET54e
5535 bp
laqI
His-Tag
pelB
Tag54
T7 promoter
f1 origin
T7 terminator
bla (ampR)
NcoI (263)
NotI (239)
EcoRI (171)
SalI (246)
 
Abbildung 41: pET54e 
bla: β-Lactamase (Ampicillin-Resistenz in E. coli), f1 origin: Replikationsursprung, T7 Terminator: 
Terminatorsqeuenz, His6: nicht funktionales Klonierungsartefakt, Tag54: P16 Variante des Tag54 zur Detektion 
und Reinigung des rekombinanten Proteins, pelB: Signalpeptid zur periplasmatischen Expression, T7 Promotor: 
Promotorsequenz, laqI: lac Repressor 
 
pTrc-54e
4263 bp
rrnBlac Iq
Tag54e
bla
Ptrc
pBR322
NcoI (77)
XhoI (181)
BamHI (190)
NotI (101)
 
Abbildung 42: pTRC54e 
bla: β-Lactamase (Ampicillin-Resistenz in E. coli), pBR322: Replikationsursprung, , Tag54e: P16 Variante des 
Tag54 zur Detektion und Reinigung des rekombinanten Proteins, Ptrc: Promotorsequenz, lac lq: lac Repressor 
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7.9 Abkürzungsverzeichnis  
Abkürzung Bedeutung 
°C Grad Celsius 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
A Ampere 
ABTS 2,2’-Azino-di- [3-ethylbenzthiazoline sulfonate (6)] diammonium Salz 
AP alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumpersulfat 
AS Aminosäure 
AS Ammoniumsulfat 
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-Dinatriumsalz 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserumalbumin 
CaCl2  Calciumchlorid 
CAT Chloramphenicol Acetyltransferase 
CFAC 
"calibration free active concentration" - Methode zu standardfreien 
Bestimmung aktiver Proteinkonzentrationen 
CIP "calf intestine alkaline phosphatase" - Alkalische Phosphatase 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
Co2+ Cobalt-Ionen 
Cu2+ Kupfer-Ionen 
cv "column volume" -  Säulenvolumen 
d  Tag 
Da Dalton 
dH2O Destilliertes Wasser 
DNA „Desoxyribonucleic acid“ - Desoxyribonukleinsäure  
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E  Extinktion 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
Fab 
"Fragment antigen binding" - das Antigen-bindende Fragment eines 
Antikörpers 
FCS "fetal calf serum" - Fötales Kälberserum 
Fc-Teil "Fragment crystallizable region“ - konstante Region eines Antikörpers 
g Erdbeschleunigung  
g Gramm 
GAM „goat anti-mouse” - Ziege anti-Maus 
GST Glutathion S-transferase 
h Stunde 
H+L „Heavy and light chain“ - schwere and leichte Kette eines Antikörpers 
HBS Hepes gepufferte Saline 
HBS-EP HBS + 0,005 % (v/v) Tween-20 
HCl Salzsäure 
Hepes 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HRPO  „horse radish peroxidase“ - Meerrettichperoxidase 
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IAC Immunoaffinitätschromatographie 
Ig Immunglobulin 
IgG Immunglobulin der Klasse G 
IMAC 
„Immobilized metal ion affinity chromatography“ - Immobilisierte 
Metallionen Chromatographie 
kb Kilobasenpaare - 1000 Basenpaare 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilo-Dalton - 1000 Dalton 
KOAc Kaliumacetat 
l Liter 
LiCl Lithiumchlorid 
log Logarithmus 
M Molar (mol/l) 
m Mol  
m Meter 
mA  Milliampere 
mAk  Monoklonaler Antikörper 
mAk54 Monoklonaler Antikörper 54 
MBP „Maltose binding protein“ - Das Maltose bindende Protein 
MEP  4-Mercapto-Ethyl-Pyridine 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
min Minute 
ml Milliliter 
MnCl2 Manganchlorid 
mV Millivolt 
n.b. nicht bestimmbar  
Na2CO3 Natriumcarbonat 
NaBr Natriumbromid 
NaCl Natriumchlorid - Kochsalz 
NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 
NaN3 Natriumazid 
NBT  p-Nitroblautetrazoliumchlorid 
ng Nanogramm 
Ni2+ Nickel-Ionen 
NiSO4 Nickelsulfat 
nm Nanometer 
O2 Sauerstoff 
OD600 Optische Dichte bei 600nm Wellenlänge 
PAA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS phosphatgepufferte Saline 
PBS-T PBS + 0,05 % (v/v) Tween-20 
PCR „Polymerase chain reaction“ - Polymerasekettenreaktion 
pH negativer dekadischer Logarythmus der OH- Ionen Konzentration  
RAH "rabbit anti-His-tag" - Kanninchen anti His-Tag 
rpm "revolutions per minute" - Umdrehungen pro Minute 
Rt Raumtemperatur 
RU "response units", Messsignalstärke 
SA Streptavidin 
SDS  Natrium-Dodecylsulfat 
sec Sekunde 
SV Sorbensvolumen 
Taq  Thermus aquaticus 
TBE Tris-Borat-EDTA Puffer 
Temed N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylendiamin 
TFF Tangentialflußfiltration 
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Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tween-20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 
U Units 
üN Über Nacht 
V Volt 
v/v „volume per volume“ - Volumen pro Volumen 
v/w „weight per volume“ -  Gewicht pro Volumen 
ΔGD Änderung der Standard Gibbs Energie der Denaturierung 
ε molarer dekadischer Extinktionskoeffizient 
 
7.9.1 Einbuchstabencode der Aminosäuren 
Abkürzung Aminosäure 
A Alanin 
C Cystein 
D Asparaginsäure 
E Glutaminsäure 
F Phenylalanin 
G Glycin 
H Histidin 
I Isoleucin 
K Lysin 
L Leucin 
M Methionin 
N Asparagin 
P Prolin 
Q Glutamin 
R Arginin 
S Serin 
T Threonin 
V Valin 
W Tryptophan 
Y Tyrosin 
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